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Résumé :  
En 1985 Kroto décrit le troisième allotrope du 
carbone, le fullérène, une sphère de 60 carbones 
d’1nm de diamétre aux caractéristiques physico-
chimiques particulières. La réactivité chimique 
du C60 est dominée par les réactions d’addition et 
sa grande affinité pour les radicaux libres grâce à 
ses 30 double-liaisons. Cette propriété a été 
explorée dans le stress oxydant, tant in vitro 
qu’in vivo, où l’équilibre redox est impliqué, 
comme dans les situations pathophysiologiques 
impliquant l’inflammation et la dégénérescence 
cellulaire. En particulier, un traitement au C60 
solubilisé dans de l’huile a permis de prolonger 
l’espérance de vie chez le rat. Le produit, 
commercialisé à travers le monde, n’a pas encore 
fait l’objet d’essai clinique. D’autre part 
certaines préparations peuvent contenir des 
impuretés. Il est donc important d’établir des 
critères de pureté et d’intégrité des préparations 
de C60.  
Ce travail de thèse comporte deux parties. La 
première, physicochimique, nous a permis 
d’évaluer la pureté de préparations commerciales 
de C60 de différentes origines faisant appel à 
différentes techniques d’analyse: microscopie 
électronique à balayage, diffraction aux rayons 
X, calorimétrie différentielle à balayage (DSC), 
analyse thermogravimétrique (ATG), 
chromatographie liquide (CLHP) ou en phase 
gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 
(CG-SM), ainsi que la spectroscopie ultraviolet-
visible ou infrarouge à transformée de Fourier 
(FTIR). La DSC est la technique de choix pour 
établir le critère de pureté et la FTIR la plus 
rapide. La CG-SM est nécessaire à 
l’identification des impuretés volatiles, tandis 
que la CLHP permet de détecter les fullerènes 
lourds et les dérivés du C60.  
La deuxième partie a porté sur des aspects 
fonctionnels des fullérènes et nous avons, pour 
cela, utilisés des préparations pures selon les 
critères définis précédemment. Dans un premier 
temps, nous avons cherché à préciser le sous-
compartiment cellulaire ciblé par le C60 injecté in 
vivo chez la souris.  
 
Après administration d’une solution huileuse, les 
molécules de C60 sont retrouvées dans le foie et 
la rate, à l’intérieur des cellules, parfois au 
niveau des mitochondries et du réticulum 
endoplasmique. La présence des molécules de 
C60, au niveau des mitochondries a été corroboré 
par la mise en évidence de modifications 
spécifiques d’activité des enzymes de la 
mitochondrie (malate déshydrogénase et 
complexe I de la chaîne respiratoire). 
Dans un deuxième temps, nous avons abordé 
l’effet des fullérènes sur des cellules intervenant 
dans une dysrégulation immunologique où 
l’inflammation joue un rôle important : l’allergie. 
L’évènement cellulaire à l’origine des 
symptômes allergiques est la libération de 
médiateurs de l’inflammation et de la réponse 
immunitaire lors de l’activation dépendante des 
IgE des basophiles et des mastocytes. L’effet 
régulateur de C60 et de quatre dérivés 
hydrosolubles, le fullérol, la -cyclodextrine C60, 
le dendro C60 et le C60 serinol-malonate, a été 
testé. L’innocuité des dérivés à des 
concentrations nanomolaires et leur pouvoir 
inhibiteur sur la dégranulation IgE et non IgE 
dépendante des lignées mastocytaires de rat a été 
vérifié in vitro. Dans un test d’activation 
cellulaire mesurant l’expression des marqueurs 
CD63 et CD203c par cytométrie de flux, nous 
montrons que les différents dérivés sont capables 
d’interférer ex vivo avec l’activation de 
basophiles de patients allergiques dans des 
conditions naturelles de sang total. Les taux 
d’inhibition dépendent des dérivés et des patients 
avec un maximum observé à 35% en présence de 
C60 serinol-malonate. Ces inhibitions ont été 
reproduites sur des basophiles humains purifiés 
en étudiant des marqueurs d’activation 
supplémentaires CD107a et CD69. 
Les perspectives de ce travail portent sur la 
spécificité et les mécanismes d’inhibitions 
observés au niveau intracellulaire. Elles incluent, 
par exemple, l’étude des flux de calcium ou des 
protéines de fusion, ou des facteurs de 
transcription. 
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Abstract : In 1985 Kroto discovered the third 
allotrope of carbon, fullerene, spherical 
molecule consists of 60 carbons with 1 nm in 
diameter with a specific physico-chemical 
characteristic. The chemical reactivity of C60 is 
governed by addition reactions and its high 
affinity for scavenging free radicals thanks to its 
30 double bonds. This property has been widely 
explored in the field of oxidative stress, in vitro 
and in vivo, where redox balance is involved, as 
physio-pathological situations involving 
inflammation and cellular degeneration. In 
particular, treatment with C60 solubilized in 
olive oil extended life span in a rat experimental 
model. The product, marketed worldwide, has 
not yet been clinically tested. On the other hand, 
some preparations may contain impurities. It is 
therefore important to establish criteria for the 
purity and integrity of C60 preparations. 
 This thesis work consists of two parts. In the 
first physico-chemical part, a criterion of C60 
purity was established for evaluating the purity 
of several commercial preparations of C60 with 
different origins using the following techniques: 
scanning electron microscopy, X-ray 
diffraction, Differential scanning calorimetry 
(DSC), thermogravimetric analysis (TGA), 
liquid chromatography and gas chromatography 
coupled to mass spectrometry (GC-MS), as well 
as ultraviolet-visible and Fourier transform 
infrared (FTIR) spectroscopy. The results show 
that FTIR is the easiest way to control the 
quality of C60 and GC-MS is necessary for 
identifying volatile impurities, while HPLC 
remains essential for detecting other fullerenes 
and C60 derivatives.  
The second part of the thesis deals with 
functional aspect of fullerenes and for this 
purpose we used the pure preparation of C60 
evaluated according to the previously defined 
criteria. 
In a first chapter, to precise the sub-cellular 
compartment targeted, the C60 dissolved in olive  
oil were in vivo injected in mice. After 
administration, C60 molecules were visualized in 
the liver and in the spleen, inside the cells and 
sometimes in mitochondria and endoplasmic 
reticulum. The targeting of [60]fullerene to the 
mitochondria was confirmed by a specific 
modification of the activities of mitochondrial 
enzymes (malate dehydrogenase and complex I 
of respiratory chain). 
In a second chapter we studied the effect of 
fullerenes on cells involved in an immune 
dysregulation where inflammation plays a role: 
allergy. The cellular mechanism at the basis of 
allergic symptoms is the release in circulation 
and tissues of mediators of inflammation and 
immune response from IgE-dependent 
activation of basophiles and mast cells. The 
regulatory effects of [60]fullerene and 4 
hydrosoluble derivatives, fullerol, -
cyclodextrin [60]fullerene, dendro [60]fullerene 
and [60]fullerene serinol-malonate, were tested. 
In vitro experiments showed an absence of 
toxicity at nanomolar concentrations and 
inhibitory abilities on the IgE-dependent and -
independent activation of the rat mast cell line 
(RBL). In a cellular activation test monitoring 
the expression of the degranulation and 
activation markers CD63 and CD203c on 
basophiles, by flow cytometry, we show that the 
various fullerenes are able also to inhibit the ex 
vivo activation of basophiles from peanut 
allergic patients in a natural physiological 
environment: in whole blood. Inhibition rates 
depend on patients and derivatives with a 
maximum inhibition observed at 35% in 
presence of [60]fullerene serinol-malonate. 
These inhibitions were reproduced on purified 
human basophiles by studying further activation 
markers CD107a and CD69. 
Working perspectives will be on the specificity 
and the mechanisms of inhibition by studying 
intracellularly calcium influx or the expression 
of fusion proteins and transcription factors. 
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Depuis sa découverte en 1985, le [60] fullerène ou C60 (1) a suscité un grand intérêt dans 
le domaine des applications biomédicales, lié à trois propriétés intrinsèques (2). La première 
réside dans la géométrie tridimensionnelle de la molécule. De par sa taille et de par sa propen-
sion à engager les liaisons de type van der Waals, le C60 peut pénétrer dans les sites actifs de 
certaines enzymes, comme par exemple la protéase du VIH, et inhiber leurs activités (3, 4). La 
deuxième propriété est liée à la capacité du C60 à promouvoir la formation d’oxygène singulet, 
après excitation par la lumière (5). Ainsi, plusieurs de ses dérivés ont été proposés pour la thé-
rapie photo-dynamique (2). Enfin, la troisième propriété est tout simplement liée à la réactivité 
chimique du C60, dominée par les réactions d’addition. Grâce à ses 30 double-liaisons, le C60 a 
une affinité incomparable pour les radicaux libres (6,7). Ainsi, plusieurs équipes indépendantes 
utilisant différents modèles expérimentaux ont proposé d’innombrables applications biomédi-
cales potentielles liées à cette propriété. Parmi ces applications, l’hépato-protection et la neuro-
protection sont les plus citées (8–16). D’autres applications dans le domaine de la lutte contre 
le stress oxydatif ont été proposés tels que l’inhibition de l’apoptose (17), la lutte contre le 
cancer  (18–20), voir même la lutte contre l’acné et la chute des cheveux (2,21). De même, 
certains dérivés auraient des activités antimicrobienne (22) et antivirale (22–24). De ce fait, il 
n’est guère surprenant, d’apprendre que le C60 et ses dérivés peuvent même prolonger l’espé-
rance de vie dans de nombreux modèles expérimentaux mettant en jeu plusieurs clades (26–
28). La plupart de ces applications potentielles ont été déjà pressenties dans la première revue 
générale consacrée à ce sujet en 1996 (29).  
Par ailleurs, plusieurs équipes indépendantes, utilisant divers modèles expérimentaux, ont 
montré que le C60 est dénué de toute toxicité aiguë ou chronique (30). Bien que les fullerènes 
soient disponibles à l’achat sur Internet, en solution dans différentes huiles, ils n’ont cepen-
dant pas fait à ce jour l’objet d’études pouvant conduire à la conception de nouveaux agents 
thérapeutiques. 
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De fait de nombreuses étapes sont nécessaires avant de considérer une utilisation pos-
sible des fullerènes en tant que médicament. L’expérimentation animale permet, dans un pre-
mier temps, grâce au paramètre de la DL50 (dose létale pour laquelle 50% des animaux meu-
rent) de définir la toxicité du candidat médicament pour différentes espèces aux sensibilités 
variables. Sont étudiés par là-même, sa bio-distribution et son élimination (deux paramètres 
pharmacocinétiques), son mécanisme d’action au niveau moléculaire, sa durée d’action in vivo, 
ses voies d’administration optimales, ses effets secondaires et ses interactions avec d’autres 
médicaments. Une fois ces données obtenues, on pourra passer à l’expérimentation humaine 
qui se déroule en 4 phases : 
- Phase I : Détermination des doses tolérées chez des volontaires sains en administration 
unique. Une étude pharmacocinétique y est associée. 
- Phase II : Evaluation de l’intérêt thérapeutique du médicament testé chez l’animal. Cette 
phase peut se répartir en deux sous phases, IIA chez des sujets sains, IIB chez des sujets 
malades. 
- Phase III : Evaluation de l’intérêt thérapeutique et de la tolérance du médicament. Se fait 
sur des effectifs plus grands, représentatifs des sujets à traiter. L’administration est prolon-
gée et peut comprendre une comparaison avec des traitements d’efficacité démontrée. 
- Phase IV : Peut se faire après l’autorisation de mise sur le marché (AMM) pour mieux 
connaître les effets indésirables, mieux connaître l’intérêt thérapeutique dans les conditions 
de l’AMM. Une phase de pharmacovigilance se met alors en place. 
Quelques points des premières étapes chez l’animal sont déjà réalisés pour les fullerènes 
(2,27,28).  
En réalité, si le C60 pur est dénué de toute toxicité, son mode de préparation peut con-
duire à des impuretés résiduelles pouvant induire une certaine toxicité. En effet, les agrégats de 
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C60 peuvent véhiculer des solvants résiduels et surtout des substances toxiques, comme tout 
autre agrégat de matériau hautement adsorbant (31). Cette propriété explique à elle seule le 
retard et les déceptions enregistrées dans le domaine des applications biomédicales du C60. La 
publication de quelques résultats erronés de toxicité liés à l’utilisation de préparations impures 
de C60, ont été un obstacle majeur au développement d’agent thérapeutiques à base de C60 (30). 
Il a fallu plus d’une décennie pour montrer que ces résultats étaient dus aux impuretés présentes 
dans les préparations et non au C60 lui-même (30–33).  
Or, depuis la publication des effets du C60 sur la durée de vie dans un modèle expéri-
mental chez le rat (27,28), une myriade de « start-ups » s’est spécialisée dans la vente et la 
diffusion à l’échelle mondiale de solutions de C60-huile d’olive sous la désignation de complé-
ments alimentaires, sans aucun essai préclinique préalable. Ce qui est regrettable car le moindre 
incident de toxicité, condamnerait définitivement l’utilisation ultérieure de cette substance tant 
prometteuse dans de nombreux domaines de la santé et du bien-être.  
S’il est pratiquement impossible d’arrêter la vente de ces produits, il est urgent de pou-
voir au moins contrôler leur qualité, afin d’informer et de protéger les utilisateurs potentiels. 
Étant donné que les échantillons de C60 les plus pures peuvent encore contenir des impuretés 
(34–37) et des solvants résiduels (37–40), il est nécessaire d’établir un critère de pureté pour 
les  préparations du C60. Cependant, si les propriétés physico-chimiques du C60 sont actuelle-
ment bien connues, rien n’est encore établi quant aux critères de pureté d’un échantillon de C60. 
Ce point constitue l’un des objectifs principaux de ce travail de thèse.  
De ce fait, le premier chapitre de ce travail thèse a été consacré à l’évaluation de plu-
sieurs techniques analytiques pour l’établissement d’un critère de pureté d’une préparation de 
C60, Notamment, nous avons utilisé la microscopie électronique à balayage (MEB), la diffrac-
tion des rayons X à haute résolution (HR-XRD), la calorimétrie différentielle (DSC), l’analyse 
thermogravimétrique (TGA) et la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) 
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pour l’évaluation de la pureté à l’"état solide". Et, nous avons aussi utilisé la spectrophotométrie 
UV-Visible, la chromatographie en phase liquide (CLHP) et la chromatographie en phase ga-
zeuse couplée à la spectrométrie de masse (CG-SM) pour les études de la pureté du C60 "en 
solution". 
Dans le deuxième chapitre de ce travail de thèse nous avons cherché à comprendre le 
mécanisme d’action du C60. En effet, si l’intérêt du C60 dans la lutte contre le stress oxydatif est 
actuellement bien établi, il n’en est pas de même de son mécanisme d’action, qui reste encore 
obscure. Dès lors, nous avons essayé, dans un premier temps, d’identifier les sous-comparti-
ments cellulaires ciblés par le C60 après son administration sous forme de solution huileuse, 
dans un modèle expérimental in vivo chez la souris. 
Dans la deuxième partie de ce chapitre, nous avons utilisé le C60, le plus pur définit par 
les critères décrits dans le chapitre 1 (préparation S2), et certains de ses dérivés synthétisés par 
nos partenaires, en France et à l’étranger (le CNRS à Paris 6 ; l’University d’Erlangen-
Nürnberg, Allemagne ; Rice University, Huston, Texas, USA et Suzhou Dade Carbon Nano-
technology, Chine), pour étudier son mécanisme d’action in vitro et ex vivo, dans un modèle 
expérimental de l’allergie.  En effet, un dérivé hydroxylé du C60 a montré des interactions spé-
cifiques avec les cellules jouant un rôle important dans les pathologies dans lesquelles l’inflam-
mation joue un rôle important, notamment dans l’allergie (41–44). L’allergie est associée à une 
réponse inflammatoire liée à l’activation de cellules de type basophile et mastocyte qui induit 
la libération de médiateurs de l’inflammation et de la réponse immune. L’effet du C60 et de ses 
dérivés, le C60--cyclodextrine (CNRS, Paris 6), le dendro-fullerène (Allemagne), le serinyl-
malonate (USA) et les fullérénols (Chine) ont été évalués dans des modèles in vitro sur les 
lignées cellulaires mastocytaires et ex vivo sur des patients allergiques. 
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Cependant, pour bien comprendre les objectifs de nos travaux, il est nécessaire de rap-
peler quelques notions sur les propriétés physico-chimiques du C60 ainsi que sur les applications 
biomédicales potentielles proposées jusqu’à ce jour. 
La fin de ce mémoire sera consacrée à la conclusion générale et aux perspectives de ce 
travail. 
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Le carbone est le quatrième élément le plus abondant dans l'univers et l'élément essentiel 
dans le domaine du vivant. Néanmoins, la découverte relativement récente par Kroto et al. (1) 
du fullerène C60, le troisième allotrope du carbone, après le diamant et le graphite, a impulsé un 
nouvel essor, incomparable, dans tous les domaines de la recherche sur cet élément. Tant et si 
bien que le C60 est maintenant considéré comme un des éléments fondateurs des nouvelles na-
notechnologies.  
Le nom de «fullerène» a été donné à cette famille de molécules en hommage à l’architecte 
R. Buckminster Fuller inventeur du dôme géodésique, de structure tridimensionnelle compa-
rable, qui a été utilisée pour la construction du pavillon des États-Unis à l'exposition universelle 
de 1967 à Montréal (1,45). Le nom «Buckyball» ou «Buckminster-fullerene» a été spécifique-
ment attribué au [60]fullerène ou C60, le composé le plus abondant et le plus stable de la famille 
des fullerènes. La molécule C60, semblable à une cage de carbone, forme une très petite nanos-
tructure de 0,71 nm de diamètre de haute symétrie (structure icosaédrique), fournissant une 
cavité interne capable de contenir une grande variété d'atomes tel que Sc, Y, La, Ca, Sr, Ba, Li 
Ce et Kr (46,47). Dans cette structure, un polygone avec 60 sommets et 32 faces, dont 12 pen-
tagones et 20 hexagones, toutes les valences sont satisfaites par deux liaisons simples et une 
double liaison. 
Nous débuterons ce chapitre par un rappel de quelques notions concernant les propriétés 
physico-chimiques du C60 et les impuretés éventuelles présentes dans les échantillons de C60, 
avant d’exposer ses applications potentielles dans le domaine biomédical et ensuite nous expo-
serons les objectifs de ce travail. 
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1. Propriété physico-chimiques 
 
Chaque fullerène contient 2(10 + M) atomes de carbone qui correspond à 12 pentagones 
et M hexagones. Ce principe de construction est une conséquence simple du théorème d’Euler, 
d’où le plus petit fullerène que l'on puisse imaginer est le C20. À partir de C20, à l'exception de 
C22, tous les groupes de carbone à éléments pairs peuvent former au moins une structure de 
fullerène. Avec l'augmentation de M, le nombre d'isomères de fullerène possibles augmente de 
façon spectaculaire, passant de 1 pour M = 0 à plus de 20 000 pour M = 29 et ainsi de suite 
(48,49). L'isomère C60 en forme de ballon de football [60]fullerène est le plus petit fullerène 
stable. La structure du C60 a été déterminée théoriquement (50,51) et expérimentalement (52–
54). Ces investigations confirment la structure icosaédrique du C60 qui a deux caractéristiques 
particulières : i: tous les douze pentagones sont isolés par des hexagones et ii: les liaisons aux 
jonctions de deux hexagones (6-6 liaisons) sont plus courtes que les liaisons aux jonctions d’un 
hexagone et un pentagone (5-6 liaisons). 
 
Le [60]fullerène est le seul isomère de C60 et en même temps le plus petit fullerène 
possible, qui suit la «règle du pentagone isolé» (IPR) (55,56). L'IPR explique la structure stable 
du fullerène ayant tous les pentagones isolés par des hexagones, par comparaison avec une 
structure probable ayant des pentagones adjacents qui serait moins stable. Une déstabilisation 
1 nm
Chapitre I 
19 
 
provoquée par des pentagones adjacents est possible en raison de systèmes 8 -électrons du 
type de pentalène, ce qui conduit à la résonance de déstabilisation. Ainsi, des angles de liaison 
forcés peuvent augmenter l'énergie de déformation. La formation de la structure IPR s'accom-
pagne d'une amélioration de la sphéricité des molécules. La forme sphérique distribue la défor-
mation et minimise la contribution anisotrope à l'énergie de déformation (57). L'alternance de 
la longueur de la liaison dans C60 montre que les doubles liaisons sont situées à la jonction des 
hexagones (6-6 doubles liaisons) et qu'il n'y a pas de doubles liaisons dans les anneaux penta-
gonaux. Chaque hexagone de C60 présente une cyclohexatriène- et chaque pentagone a un ca-
ractère [5]radialène (57). 
Le fullerène le plus stable après le C60 qui respecte la loi IPR est le C70 (58). Sa structure 
a été calculée (59) et déterminée par cristallographie aux rayons X (60,61). La géométrie du C70 
est très similaire à celle du C60 et contrairement au C60, ce fullerène a une ceinture équatoriale 
composée d'hexagones fusionnés. 
Le nombre possible d'isomères de fullerènes sans aucune contrainte diminue considéra-
blement si on ne permet que les structures confirmées par IPR. Compte tenu du fait que les 
structures à coque ouverte sont évitées (49,62,63) et que le nombre de doubles liaisons dans les 
pentagones est minimisé (64), le nombre d'isomères autorisés est encore réduit. Avec cette con-
trainte, le nombre n pour les fullerènes stables (Cn) peut être n = 60, 70, 72, 76, 78, 84… (49). 
Le nombre d'isomères de fullerène autorisés est alors un pour C60, un pour C70, un pour C76, 
cinq pour C78, 24 pour C84 et 46 pour C90 (49,65). 
Les recherches sur les propriétés physiques à la fois en solution et à l'état solide ont été 
principalement réalisées sur le C60 et dans une moindre mesure sur le C70, car ce sont les fulle-
rènes les plus abondants. La chaleur de formation du C60 et du C70 a été déterminée expérimen-
talement par calorimétrie à 10,16 kcal/mol par atome de carbone pour le C60 et à 9,65 kcal/mol 
par atome de carbone pour le C70 (66). Les fullerènes sont donc thermodynamiquement moins 
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stables que le graphite et le diamant. En augmentant la taille du fullerène, on s'attend à ce que 
le contenu énergétique des sphères atteigne asymptotiquement celui du graphite (67,68). 
Afin de modifier chimiquement les fullerènes, dans la plupart des cas, il est nécessaire 
qu'ils soient en solution. En outre, pour les extractions ou les séparations chromatographiques, 
la solubilité joue un rôle crucial. La solubilité du C60 dans divers solvants organiques a été 
systématiquement étudiée (69–71). Dans les solvants polaires et à liaison H, tels que l'acétone, 
le tétrahydrofurane ou le méthanol, le C60 est essentiellement insoluble. Il est peu soluble dans 
les alcanes, la solubilité augmentant avec le nombre d'atomes. Dans les solvants aromatiques et 
dans le disulfure de carbone, on observe en général une solubilité appréciable. Une augmenta-
tion significative de la solubilité se produit lors du passage des benzènes aux naphtalènes (70). 
Les spectres d'absorption électronique (58) du C60 et du C70 se caractérisent par plusieurs 
absorptions plus fortes entre 190 et 410 nm ainsi que par certaines transitions interdites dans la 
partie visible du spectre. Pour C60, l'affectation des transitions a été effectuée en utilisant les 
résultats des calculs théoriques (72,73). Les absorptions entre 410 et 620 nm dans le visible est 
responsable de la couleur violette du C60 et de la couleur rouge du C70. Les fortes absorptions 
de C60 se situent à 213, 257 et 329 nm (avec max=I35000, 175000 et 51000, respectivement) et 
il existe une bande faible intéressante, à 404 nm. Les faibles épaulements sur les bandes 214 et 
329 nm semblent être réelles. Une absorption large très faible est également observée entre 440 
et 670 nm qui présente des maximas à 500, 540, 570, 600 et 625 nm (74). 
La forme solide de C60 a une structure cubique à faces centrées (Fcc) à température 
ambiante (75) qui apparaît brun ou noir avec l'épaisseur croissante de film avec le point de 
fusion élevé (> 280°C) (74). La densité à l'état solide dffc est de 1,68 g cm
-3. Quatre molécules 
équivalentes sont contenues dans un cube unitaire avec une longueur de bord a = 14,198 °A, 
aux centres d’origine et de face. En raison des faibles interactions intermoléculaires, les molé-
cules sphériques du fullerène tournent presque librement à température ambiante (76).  
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2. Applications biomédicales potentielles des fullerènes – Toxi-
cité et comportement in vivo 
2.1. Applications biomédicales 
Les fullerènes ont montré de nombreux effets désirables dans la chimie, la physique, la 
biologie et en médecine. Parmi ses activités la possibilité d’employer le C60 en tant que cyto-
protecteur peut être considérée comme l’une des applications les plus séduisantes et l’une des 
plus étudiées depuis la publication des travaux qui a analysé la capacité de fullerène de piéger 
les espèces réactives d’oxygène (ROS) (8). La réactivité et les applications des fullerènes ont 
été explorées depuis leur découverte en 1985 (1). Aujourd’hui la chimie des fullerènes a été 
intensément développée, bien qu’il soit encore possible de trouver de nouvelles réactions (77). 
Les principaux efforts sont maintenant consacrés à élargir les applications de la famille des 
fullerènes et de ses dérivés. 
L’obstacle principal aux essais biologiques in vitro à base de fullerènes a été l’insolubi-
lité dans les milieux aqueux. Les premières études sur la modification de la surface du fullerène 
par polyhydroxylation et hexasulfobutylation ont produit des fullerènes hydrosolubles présen-
tant une bonne distribution biologique et une bonne pénétration cellulaire (8,78–86). Quelques 
années après la préparation de quantités utiles de fullerènes par synthèse, des dérivés hydroso-
lubles de [60]fullerènes ont été préparés. Les fullerènes fonctionnalisés contenant différents 
groupes polaires, tels que des acides aminés ou des acides carboxyliques, ou un polymère avec 
des groupes polaires ont des propriétés amphiphiles et sont partiellement solubles en solutions 
aqueuses. Plusieurs protocoles de synthèse originaux ont été bien établis pour la combinaison 
des propriétés structurales, physico-chimique et électronique uniques des fullerènes avec les 
caractéristiques particulières des groupes adduits qui conduisent éventuellement au développe-
ment de nouveaux matériaux ayant un potentiel énorme dans des applications technologiques 
et biologiques. Une grande variété de dérivés hydrosolubles de fullerène ont été spécifiquement 
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conçus et synthétisés avec succès, fournissant des applications prometteuses dans divers do-
maines des nanotechnologies, biotechnologies et dans le domaine biomédical. Parmi ces acti-
vités nous allons citer ci-après les propriétés les plus importants démontrées par différents 
groupes de recherche indépendants. Dans le schéma ci-dessous quatre dérivés hydrosolubles du 
C60 qui ont été utilisé dans cette étude. 
 
 
 
Plusieurs études ont confirmé la capacité du fullerène et ses dérivés à piéger les radicaux 
libres (9–11) et ont une activité antioxydante (12). Des espèces réactif d'oxygène (ROS) et/ou 
des radicaux °OH et °OOH peuvent se fixer sur la cage C60 en attaquant les doubles liaisons de 
C60 qui est en déficit d’électrons par une réaction nucléophile et cela conduit à la formation 
d'époxyde de fullerène[C60On]. Par ailleurs, une répétition d'attaque du °OH (ou °OOH) sur le 
C60O à travers une réaction de substitution (SN2) peut donner lieu à une époxydation, ce qui 
produit des groupes époxydes successifs, par exemple, C60O2 et C60O3 (Figure 1) (87).  
Fullerol: C60 (OH)n
[60]Fullerene serinol malonate: C60-ser Dendro [60]Fullerene
-Cyclodextrin Fullerene: CD-fullerene
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Figure 1. Mécanisme possible de la réaction du fullerène avec les ROS (88).  
 
Les propriétés antioxydantes des dérivés hydrosolubles de fullerènes, principalement les 
dérivés contenant de l’acide tris-malonique et du dendrofullerène, ont été étudiées précisément 
(13). Dans la série proposée, les dendrofullerènes sont plus actifs que les dérivés poly-adduits 
et, parmi les fullerènes poly-adduits, les composés anioniques offrent une protection plus élevée 
que les composés cationiques (14). 
Les travaux ont démontré que le fullerénol induit un retard de vieillissement chez le ver 
Caenorhobditis elegans, pris en tant que modèle, et il n’a pas d'influence sur la croissance ni 
sur son développement. Les études complémentaires ont démontré que le fullerénol protège le 
ver C. elegans dans des conditions de stress (26).  
Les dérivés du C60 ont montré différentes activités cytoprotectrices (89,90), antimicro-
bienne contre divers micro-organismes (22,24,91) et antivirale (23,25,92–94). Il convient de 
noter qu’une toxicité générale plus élevée a été observée pour les dérivés cationiques par rapport 
aux dérivés anioniques (30). Le dérivé du fullerène, le fullerène-alanine, a montré une activité 
anti-apoptotique (17,95) et le nC60 a provoqué le blocage de prolifération cellulaire et l’auto-
phagie dans les cellules tumorales (18). D’autres études ont confirmé l’effet anti-tumoral des 
IL-17
IL-6
Fullerène ROS DNA TNF Malonaldehyde Lipid oxidation
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fullerènes (19,20,96,97). Plusieurs autres travaux ont montré un nouvel aspect de l’interaction 
de dérivés du fullerène, comme les aminofullerènes, avec l’ADN en tant que vecteur de trans-
fection par endocytose des cellules de mammifères (98–100).  
Les dérivés de fullerènes ont démontré un niveau d’efficacité neuroprotectrice et ont 
efficacement réduit la mort neuronale (15,16). Ils ont aussi montré des effets bénéfiques dans 
les maladies neurodégénératives comme les maladies d’Alzheimer et de Parkinson (101–103). 
(101–103). Ces molécules, en se liant à une protéine ou une enzyme (13,104) peuvent augmen-
ter leur stabilité dans des conditions extrêmes, ce qui peut avoir un impact sur leur utilisation 
dans de nombreux domaines allant de la conception d’outils de diagnostics ou de capteurs 
(105,106). Ils peuvent augmenter la croissance des cheveux dans les modèles de souris ou dans 
les modèles des cellules de peau humaine en culture (21). 
Le processus inflammatoire, une réponse biologique naturelle, est essentiel à la survie 
des organismes, jouant un rôle important à la fois sur la santé et la maladie. L'inflammation est 
essentielle pour éliminer les agents pathogènes et favoriser la réparation des tissus lésés. Ce-
pendant, une inflammation excessive ou persistante peut contribuer à des lésions tissulaires, à 
la pathogénèse et à l'exacerbation des maladies. L'inflammation se produit lorsque les tissus 
vasculaires sont soumis à des stimuli nuisibles et sert à la défense contre les microbes et les 
tissus endommagés. Ce processus peut être bénéfique pour l'hôte lors de la cicatrisation et des 
infections, mais peut être préjudiciable s'il n'est pas contrôlé. S'ils ne sont pas contrôlés, ces 
processus inflammatoires peuvent contribuer à une grande variété de maladies humaines, y 
compris les maladies inflammatoires chroniques, telles que l'arthrite et les maladies inflamma-
toires de l'intestin, ainsi que les maladies cardiovasculaires (athérosclérose) ou bien encore l’al-
lergie. Les mécanismes à l'origine de l’inflammation comprennent une série complexes d'évé-
nements, y compris l'œdème, le stress oxydatif, le recrutement, la prolifération, la migration et 
la différenciation des cellules du système immunitaire. La réponse inflammatoire se produit 
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généralement en trois phases distinctes. Au début, il y a une augmentation de la perméabilité 
vasculaire qui entraîne un œdème suivi d’une deuxième phase d'infiltration des leucocytes. En-
fin, la formation de granulomes et la réparation des tissus se produisent (107,108). 
Les fullerènes ont montré des capacités à inhiber la réponse inflammatoire dans diffé-
rents modèles expérimentaux. Parmi ces travaux celui de Huang et al. ont montré qu’un dérivé 
du C60 inhibe simultanément la production de TNF- et de NO induit par administration de 
lipopolysaccharide (LPS) (42). D’autre part, l'effet du fullerène sur un modèle d'inflammation 
bien établi chez la souris a été évalué et a montré que les fullerènes peuvent réduire significati-
vement la réponse inflammatoire cutanée (43). Après une étude réalisée en 2008 sur l’effet de 
fullerènes sur un modèle de souris in vivo, avec une inflammation induite par le quartz, il a été 
montré que le nombre des neutrophiles pulmonaires chez les souris prétraitées au fullérenol a 
été diminué par rapport aux témoins non-traités (44,109). Dans une étude réalisée sur différents 
types du stress oxydatif, deux modèles sur les cellules RAW 264.7 ainsi les cellules pulmonaires 
isolées du rat, le fullérenol a inhibé le stress oxydatif cellulaire induit par H2O2 et par le sodium 
nitroprusside (SNP). Il a diminué la production des ROS et il a augmenté la stabilité du potentiel 
de la membrane mitochondriale (110). D’autre dérivés du fullerène ont bloqué la production 
des ROS, le potentiel de la membrane mitochondriale et la production du TNF- dans une étude 
faite sur les cellules mastocytaires de l’homme et de la souris et dans les fibroblastes synoviaux 
des patients ayant une arthrite. Les dérivés ont aussi inhibé la libération des médiateurs de l’in-
flammation dans les mastocytes et ont diminué le taux du TNF- sérique dans un modèle d’ar-
thrite chez la souris (111). L’expression des molécules d’adhésion des cellules endothéliales 
traitées dans des conditions d’inflammation avec le fullérenol était identique aux molécules 
exprimées par les cellules témoins. Dans la même étude le fullérenol a modulé l’expression du 
glutathione (GSH), an antioxydant important, dans les barrières hématoencéphaliques. Les ré-
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sultats démontrent que le fullérenol peut contrebalancer le stress oxydatif dans les cellules en-
dothéliales microvasculaires dans le cas de multiple scléroses (112). Une autre dérivé du C60 a 
réduit l’inflammation du côlon et a amélioré l’état de oxydo-réduction du foie en stimulant le 
système de défense antioxydant (113). Une solution aqueuse de fullerène nC60 a inhibé signifi-
cativement la production d’IgE spécifiques dans un modèle de souris de dermatite atopique. De 
plus, dans cette étude il a été démontré que le taux des interleukines IL-4 et d’IL-5 ont diminué 
significativement après le traitement avec le nC60 (114).  
L'hypersensibilité de type I est une réaction allergique. L'exposition à l'allergène peut 
se faire par ingestion, inhalation, injection ou contact direct. La différence entre une réponse 
immunitaire normale et une réponse d'hypersensibilité de type I réside dans le fait que les plas-
mocytes sécrètent des anticorps de type IgE qui se lient aux mastocytes et aux basophiles lors 
d’un premier contact avec l’allergène. La réexposition à l’allergène déclenche une réaction al-
lergique, dans laquelle les mastocytes et les basophiles, déjà sensibilisées, libèrent de média-
teurs inflammatoires tel que l’histamine, la sérotonine, la protéase (tryptase, chymase, -hexo-
saminidase), le facteur d'activation plaquettaire (ou PAF), les prostaglandines, les leucotriènes, 
les cytokines (y compris TNF-, IL-1, IL-4, IL-5, IL-13), des composés vasodilatateurs, l’hé-
parine et l’anticoagulant. Ceux-ci provoquent une inflammation au niveau du site lorsque le 
flux sanguin vers les tissus affectés augmente. La réaction peut être locale ou systémique. Les 
symptômes varient d'une irritation légère à la mort subite après un choc anaphylactique. En 
effet, de nombreux médicaments contre les allergies visent à neutraliser (antihistaminiques, an-
tagonistes des récepteurs H1) ou à prévenir cette réponse immunitaire (108). Parmi les produits 
étudiés afin d’inhiber la réaction allergique et/ou la dégranulation des cellules impliquées dans 
l’allergie, les fullerènes ont montré une activité antiallergique, pour la première fois en 2007, 
après l’étude sur des mastocytes humains et des basophiles du sang périphérique (41). Dans 
cette étude la croissance cellulaire était régulière en présence du fullerène. L’incubation avec 
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les fullerènes des cellules mastocytaires et des basophiles circulants a montré une inhibition de 
la dégranulation de ces cellules et de la production des cytokines. Dans des expériences in vivo, 
l’administration de dérivés de fullerène chez la souris a inhibé l’anaphylaxie sans présenter 
d’effets toxiques (41). Dans un autre travail, l’asthme a été induit sur un modèle de souris qui 
ont été ensuite traité avec un dérivé du fullerène. L’inflammation des voies respiratoires, le taux 
sérique d’IgE et des cytokines inflammatoires sont significativement réduits (115). D’autres 
études ont confirmé que des dérivés du fullerène peuvent inhiber la libération des médiateurs 
d’inflammatoire des mastocytes pulmonaires humains en culture (116). Dans une étude com-
plémentaire faite par la même équipe, les dérivés du fullerène ont inhibé la dégranulation et la 
production des cytokines dans les mastocytes de la peau humaine et dans les basophiles en 
culture. Dans le même travail l’effet des dérivés du fullerène sur l’anaphylaxie a été évalué in 
vivo chez les souris (117). 
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2.2. Toxicité, pharmacocinétique et bio-distribution 
Concernant la toxicité du C60, sa pharmacocinétique et sa bio-distribution, les études consa-
crées aux deux derniers points restent très rares. Notre équipe a publié en 2008 (30) une revue 
générale très détaillée et un article décrivant, pour la première fois, la pharmacocinétique, la 
bio-distribution et l’élimination du C60 après administration orale ou intra-péritonéale 
(27,28). Le contenu de ces deux papiers concernant ces aspects du comportement du C60 in 
vivo peut être résumé ainsi 
1. Le C60 est dénué de toute toxicité, aiguë ou chronique, chez les rongeurs. Ce qui n’est 
pas le cas de ses dérivés, dont certains peuvent être très toxiques. Ces résultats ont été 
confirmés par plusieurs équipes indépendantes dans différents modèles expérimentaux 
chez des organismes appartenant à différents clades. 
2. Le C60 est doué de propriétés anti-radicalaires, inégalées. Notamment, il est plus actif 
in vivo que tous ses dérivés essayés par d’autres auteurs, jusqu’à ce jour. 
3. Le C60 est éliminé après administration à un organisme vivant, en quelques heures 
4. Le C60 est bien absorbé par voie intestinale et  
5. Le C60 peut prolonger de plus de 45 pour cent l’espérance de vie des rongeurs, après 
administration réitérée à faibles doses par voie orale (B2-B4).  
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Objectifs du travail 
 
Ce rappel bibliographique montre clairement que : 
1. si le C60 pur est dénué de toxicité, il n’en est pas de même des échantil-
lons impurs. Or, le développement de toute application dans le domaine 
biomédical est tributaire de cet aspect. 
2. si l’intérêt du C60 dans la lutte contre le stress oxydatif est actuellement 
bien établi, il n’en est pas de même de son mécanisme d’action, qui reste 
encore obscure. 
De ce fait, l’objectif de ce travail a été double. Le premier vise à évaluer les 
outils analytiques pour déterminer un critère de pureté pour les préparations com-
merciales de C60. Le second est dédié à l’exploration du mécanisme d’action du 
C60 dans la lutte contre le stress oxydatif. 
Dans la suite de ce mémoire, nous exposerons d’abord notre contribution à 
l’établissement d’un critère de pureté avant d’exposer les résultats obtenus sur 
l’exploration du mécanisme d’action.
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Les fullerènes peuvent être produits directement par synthèse ou ils peuvent être pro-
duits après l’utilisation et/ou la destruction de matériaux à base de carbone (118) lors des phé-
nomènes naturels et des activités humaines. Les incendies de forêts, les éruptions volcaniques 
(119–121), sont les sources naturels par lesquelles les fullerènes peuvent être produits. Les ac-
tivités humaines qui conduisent à la production des fullerènes peuvent entrainer la formation 
de sous-produits pendant la combustion des matières carbonées et pendant le trafic routier (par 
exemple, la combustion de carburant (122). 
Au cours de la phase de découverte, les fullerènes ont été produits en évaporant une 
électrode de graphite dans une atmosphère d'hélium. Cependant, de nombreuses autres ap-
proches ont été utilisées pour la production de fullerènes telles que l'ablation laser, l'évaporation 
par bombardement électronique, l'évaporation par l'énergie solaire (123), le chauffage résistif 
du graphite, la décharge d'arc entre électrodes de graphite (35,36), le chauffage inductif incom-
plet, la combustion d'hydrocarbures (39,57,121), la pyrolyse d'hydrocarbures aromatiques 
comme le naphtalène (124) et par synthèse organique (57,125). 
Alors que par combustion et méthode synthétique, seuls 0,1 à 1% en poids de carbone 
sont transformés en fullerènes, par décharge en arc ou chauffage résistif, des fullerènes peuvent 
être obtenus en quantités beaucoup plus importantes de 10 à 30% en poids. Selon la «règle du 
pentagone isolé» (IPR) (126), le C60 est le plus stable parmi les fullerènes et les méthodes de 
production conduisent souvent à des mélanges contenant environ 80 à 90% en poids de C60 
(127). 
La méthode principale de production de quantités macroscopiques de fullerènes est ba-
sée sur la décharge en arc et le chauffage résistif du graphite dans une atmosphère d'hélium 
(78). Dans l'étape suivante, la vapeur est condensée et les fullerènes sont extraits par sublima-
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tion en gradient (128) ou par extraction en solvant des suies obtenues (34,39,78,129). En subli-
mation de gradient, C60 peut être sublimé directement de la suie par chauffage à 400 °C sous 
vide ou dans une atmosphère inerte (78). 
Généralement, l'extraction par solvant est utilisée avec des solvants appropriés tels que 
le toluène (extraction Soxhlet) ou le benzène. La solution est concentrée par évaporation et 
séparée soit par des méthodes chromatographiques (34), avec des solvants organiques tels que 
l'hexane et/ou le toluène comme éluant (130), soit par chromatographie liquide à perméation de 
gel (GPLC) avec du toluène comme solvant (131), ou par la différences de réactivité chimique 
entre les fullerènes comme dans la complexation avec AlCl3 (57). Bien que la chromatographie 
semble être un outil de séparation efficace, la décomposition des fullerènes et l'adsorption sur 
la phase stationnaire ont été rapportées (129,132–135). 
Le C60 est soluble dans un certain nombre de solvants tels que le CS2, le toluène, l'hexane 
et le benzène, ce qui facilite la croissance cristalline à partir d'une solution par une lente évapo-
ration (78,136). Cependant, les cristaux de C60 issus d'une solution sont souvent contaminés par 
d'autres espèces de fullerènes et/ou par un solvant résiduel. Les impuretés peuvent occuper des 
sites interstitiels dans le cristal C60 ou se lier chimiquement au fullerène. En revanche, le C60 
extrait par solvant et séparé des autres fullerènes par des méthodes chromatographiques peut 
également être purifié par sublimation à 560-620°C, ce processus se termine par la condensation 
du C60 en cristaux presque sans défaut (137). 
Il a été démontré que les échantillons de C60 les plus hautement purifiés (préparés par 
chromatographie suivie d'une sublimation) peuvent encore contenir des impuretés telles que 
des particules de graphite, d'autres fullerènes tels que C70 (10-20% en poids), C76 et C84 (moins 
de 1% en poids) et des fullerènes encore plus grands (34), ainsi que des nanotubes de carbone 
(35,36). 
Chapitre II 
 
33 
 
Même lorsque d'autres fullerènes ont été éliminés par chromatographie liquide à haute 
pression (HPLC), les solvant résiduel tel que le toluène, le benzène, la pyridine, le disulfure de 
carbone (38), l’heptane, l’hexane, le 1,2,3,5-tétraméthylbenzène ou l’éther peuvent encore res-
ter (39,40). Des impuretés produites par des réactions chimiques entre les fullerènes et les sol-
vants au cours de la phase d'extraction ont été aussi rapportées (34). En outre, bien que la su-
blimation soit connue pour produire des cristaux de C60 sans solvants, l’analyse par spectrosco-
pie infrarouge à haute résolution par perte d’électrons a démontré que des hydrocarbures peu-
vent encore être présents dans l’échantillon (37). L'analyse thermogravimétrique (ATG) et les 
données de spectrométrie de masse ont confirmé que le toluène peut rester adsorbé sur la poudre 
de C60 jusqu'à des températures de 600°C (37,40). 
La pureté de la tige de graphite utilisée pour la synthèse des fullerènes est essentielle 
pour un rendement optimal et pour réduire les impuretés, car la présence de composés contenant 
de l'hydrogène pendant la synthèse peut entraîner la formation de carbones aromatiques poly-
cycliques et diminuer le rendement en fullerènes (138,139). De plus, des quantités non-négli-
geables de trace des éléments tels que Ar, Au, Br, Cl, Cu, K, Mn, Na, V et Zn peuvent être 
présentes dans C60 purifié et affecter les propriétés optiques, magnétiques et électriques de ful-
lerènes (140). 
Les oxydes de fullerènes peuvent être obtenus en tant que sous-produits de la synthèse 
du C60. L'oxydation de l'une des 30 doubles liaisons carbone équivalentes de C60 donne une 
structure époxyde (141,142). En présence d'oxydants tels que l'ozone (143), le peroxyde orga-
nique (144), le diméthyldioxirane (145), le cytochrome P450 (146) et le méthyltrioxorhénium-
peroxyde d'hydrogène (147), l'époxydation des fullerènes pourrait se produire. De plus, une 
dégradation photochimique du C60 après exposition à la lumière pendant 10 à 16 heures a été 
rapportée, indiquant que la fragmentation de la cage de fullerène pourrait être une source d'im-
pureté si le C60 n'est pas conservé au noir et sous vide (148). 
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Il apparait par conséquent que les modes préparatoires peuvent conduire à des préparations 
de fullérènes impures. Les effets toxiques du fullerène montrés par certaines publications (149–
151) ont été reliés aux impuretés présentes dans les échantillons utilisés (26–28,32,152–154). 
Aucun critère de pureté officiel n’existe actuellement bien que les propriétés physico-chimique 
du C60 soient bien connues. Étant donné les nombreuses applications biomédicales ont été pro-
posé pour le C60 (et ses dérivés de synthèse) tel que l’hépato-protection (27,28,153), la neuro-
protection (103,155), les effets anti-cancéreux et antimicrobiens (4,24,156–158), l’activité anti-
inflammatoire (111,113,114) et même la prolongation de l’espérance de vie (26–28) des prépa-
rations de fullérènes à la pureté et la qualité certifiées sont indispensables. C’est pourquoi, dans 
le premier volet de cette thèse, nous avons évaluer les différentes techniques physico-chimiques 
afin de proposer des critères de pureté.  
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Abstract 
Since the publication of the effects of [60]fullerene (C60) on the lifespan of rats a myriad 
of start-ups went ahead selling C60-olive oil solutions worldwide without any approved preclin-
ical study. Although pure C60 is not toxic, C60 aggregates may contain toxic substances like any 
other highly adsorbing material. Indeed, during the last decade, the use of impure C60 prepara-
tions by some authors has raised doubts about the safety of C60, which has been a major obstacle 
to the development of C60-based drugs. While it is nearly impossible to stop the sale and distri-
bution of C60 products with toxic impurities, in order to protect potential users, it is necessary 
to at least provide the tools to verify the quality of such products. Therefore, a purity criterion 
for C60 is urgently needed. 
The physicochemical properties of C60 are well known; however, only two studies have 
been devoted to the analysis of the purity of a C60 sample. Here we have evaluated several 
techniques to verify the purity of four representative commercially available C60 samples, all 
labelled with a purity over 99.5 %. The techniques involve (a) the solid state including scanning 
electron microscopy (SEM), high-resolution X-ray powder diffraction (HR-XRD), differential 
scanning calorimetry (DSC), thermogravimetric analysis (TGA), and Fourier-Transform Infra-
red Spectroscopy (FTIR) and (b) solution including reversed-phase high-pressure liquid chro-
matography (RP-HPLC), gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), and 
UV-Vis spectrophotometry. After evaluating the advantages and limitations of each technique, 
our results show that DSC is the best candidate to establish a straight-forward purity criterion 
based on the sc-fcc transition of C60, while FTIR is the easiest way to control the quality of C60 
during the fabrication process. However, even the color of a C60 sample may already provide a 
clue on its purity as highly pure, crystalline C60 has a metallic black appearance. 
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Introduction 
Since the early nineties [60]Fullerene (C60), the most abundant fullerene, has attracted in-
tense interest in the field of biomedical applications (1,2) related to the three main properties of 
C60. The first one is associated with its geometry. Due to its shape and size, C60 can fit inside 
the active site of some enzymes such as HIV protease, thus inhibiting their activity (3). Also, 
the fullerene cage can encapsulate metal atoms such as rare-earth elements. The obtained en-
dohedrals can then be used for imaging and radiotherapy (4). The second property is related to 
the fact that through light exposure C60 can sensitize singlet oxygen formation (5), which has 
led to some C60 derivatives to be proposed as drug-candidates for photodynamic therapy (2,6). 
The third property is the chemical reactivity of this molecule that is dominated by addition 
reactions (7) including free radical scavenging. (8,9) Hence, dozens of well-characterized de-
rivatives have been synthetized (7,10-12) and have been proposed for countless biomedical 
applications (2). The first review on this subject published more than 20 years ago had already 
depicted all potential biomedical applications, thus predicting that fullerenes will lead to a large 
panel of new drug candidates (6).  
One of the most investigated properties in the field of biomedical applications is the unpar-
alleled affinity of C60 for radicals (8,9). As C60 is not soluble in water and only soluble in some 
organic polar solvents, chemists resorted to its water-soluble derivatives frequently arguing that 
only those can be used for biomedical purposes (6). While it is of importance to study the 
chemical reactivity of C60, the idea that biomedical applications may be hindered by water-
insolubility of this molecule is obviously wrong. Indeed, it has been shown since the early 1990s 
that C60 can be easily absorbed by living organisms (13). Moreover, it has been shown more 
recently that C60 is more active in free-radical scavenging than its derivatives (14).  
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To sum it up, countless potential biomedical applications have been reported for C60 and 
its derivatives during the last two decades (2,15) ranging from anti-inflammatory and anti-al-
lergic effects to protection against ionizing-radiation-induced mortality and neuroprotection, 
through control of the acnes vulgaris and even the potentiation of hair growth (2). Most of these 
beneficial effects are related to its ability to scavenge free radicals.(159) Hence, several inde-
pendent teams from different countries, using a large panel of experimental models, have 
demonstrated that various synthetic compounds with the C60 moiety in common can promote 
and sustain good health. Thus, it is not surprising that pristine C60 has been shown to extend the 
expected lifespan of mammals (16,17). What, then, prevents the transformation of all these 
promises into reality? (18) What prevents the occurrence of legal C60-based drugs? In fact, a 
main obstacle is the concern about fullerene toxicity raised by some studies conducted with 
contaminated fullerene samples (19,20).  
Nowadays, a series of tests conducted by several independent teams have confirmed the 
safety of pure C60 in a large panel of experimental models encompassing different clades (21).
 
Nevertheless, a certified toxicity study is still lacking. Also, C60 aggregates may convey toxic 
elements as any other aggregated material (20). Besides, since the publication of the effects of 
C60 on lifespan of rats (16,17) a myriad of start-ups has started selling on a worldwide scale 
C60-olive oil solutions presumably for research only (2). In order to avoid any new toxicity 
alerts like the one that occurred in 2004 (19), which would definitively condemn the use of 
fullerenes in the biomedical realm, a quality testing tool is urgently needed. To this purpose, it 
is of importance to define a purity criterion for C60 and to develop some simple tools to check 
the purity of C60 samples. 
While the physicochemical properties of C60 are well known, only two studies have been 
devoted to the analysis of the purity of C60 samples (23,24). After comparing the performances 
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of several characterization techniques including fast atomic bombardment (FAB)-Mass spec-
trometry, FTIR, and UV-VIS spectrometry, and scanning electron microscopy (SEM), the first 
study concluded that thermal analysis is a powerful technique for analyzing the purity of C60-
samples (24). The second report, published eleven years later, concluded that only chromato-
graphic analysis, as currently mentioned in the certificates of C60 samples, is not sufficient for 
detecting all impurities. According to the authors, it is necessary to use in addition to chroma-
tography a method of mass spectrometry (22).  
In this work we used several methods in the solid state, including scanning electron mi-
croscopy (SEM), high-resolution X-ray powder diffraction (HR-XRD), differential scanning 
calorimetry (DSC), thermogravimetric analysis (TGA), and Fourier-Transform Infrared Spec-
troscopy (FTIR) as well as in solution, including reversed-phase high-pressure liquid chroma-
tography (RP-HPLC), gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), and UV-
Vis spectrophotometry, to compare the purity of four C60-samples from different origins. The 
main objective of this work was to select the best and the simplest tools to verify the purity of 
a C60 sample. 
Results 
Studies in the solid state 
Morphology of the samples 
The four investigated C60 samples, S1, S2, S3, and S4 consist of fine powders exhibiting 
dark grey to black color for the S1, S2, and S4 samples or a clear brownish hue for the S3 
sample. In order to further investigate their crystallinity we examined the samples by electron 
microscopy. SEM photographs (Figure 1) show that the C60 particles of all samples exhibit the 
usual shapes (25-27) of face-centered cubic C60 microcrystals, i.e. twinned cuboctahedra with 
well-developed (111) faces while the (100) faces are mostly absent. Closer analysis reveals that 
Chapitre II 
 
40 
 
samples S1 and S2 consist of grains of nearly uniform size of about 150 µm in diameter. For 
the samples S3 and S4, the size distribution is much more polydisperse containing grains of 
various sizes and particles of 1 µm or less in diameter adsorbed at the crystal surfaces. In par-
ticular in sample S4 aggregates of small cubic crystallites can be observed (Figure 1). 
 
Figure 1. Scanning electron microscopy photographs of crystalline C60 powders of sam-
ples S1, S2, S3, and S4 with different magnifications. The inset shows the photograph of an 
aggregate of C60 crystals found in sample S4. 
 
Crystallographic studies 
Figure 2 shows the high-resolution X-ray powder diffraction (XRD) patterns of the 4 sam-
ples obtained at 300 K. All samples exhibit the same profile as far as the peak positions are 
concerned, and the difference, if any, consists of small changes in relative intensities probably 
due to preferred orientation of the unground crystallites introduced in the Lindemann capillar-
ies. In addition, it can be observed that sample S3 may contain some amorphous material or 
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very small crystals as a slight amorphous halo can be observed around 20° 2θ (The step ob-
served at 4° 2θ is due to the alignment of the diffractometer). 
The four diffraction patterns are identical to the theoretical pattern. Moreover, none of these 
four patterns exhibits the “asymmetric ‘shoulder’ superimposed on the normal (111) Bragg 
reflection” described previously (5,28) and frequently ascribed to stacking faults and/or resid-
ual impurities by several authors (29,31).  
 
Figure 2. High-resolution X-ray powder diffraction patterns of samples S1, S2, S3, and 
S4, obtained at 300 K. The arrows in the inset show how stacking faults and impurities mod-
ify the profile of reflection 111. 
The lattice parameter a of fcc C60 at 300 K has been refined for each sample using the 
pattern matching tool of the FullProf program (32). It has led to the following values: S1: 
14.1747(9) Å, S2: 14.1829(7) Å, S3: 14.1950(12) Å, and S4: 14.1707(11) Å.  
As the level of crystalline impurity observed by this technique can be as low as 1% for an 
acquisition time of at least one hour, large amounts of crystalline impurities in the form of 
solvates are clearly not present, although small amounts below the detection limit of 1% cannot 
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be excluded. Moreover, comparing the obtained lattice parameters with those of C60O reported 
in the literature (a/Å ≈ 14.15 – 14.21), (33) it is clear that the presence of C60 epoxide in the fcc 
lattice of C60 cannot be excluded as a result of the insignificant difference in unit-cell parame-
ters. Its presence should be investigated by other techniques. 
Hence, with XRD, it can be confirmed that no significant crystalline impurities are present 
in the solid samples, however sample 3 contains some amorphous (non-crystalline) material. 
Differential Scanning Calorimetry 
Although the melting temperature of fcc C60 remains unknown, because it sublimes or de-
composes before melting, early DSC studies have shown that a first-order transition into a sim-
ple cubic (sc) structure occurs on cooling, which reverts back to the fcc phase at 257.1 K on 
reheating (34,35). Using a large single crystal, it was found that the onset temperature of this 
transition occurs at 261.4 K with an enthalpy change of 9.0 ± 0.5 kJ mol-1 (12.5 ± 0.7 J g-1) 
including a 2.2 kJ mol-1 (3 J g-1) pre-transitional effect starting at about 220 K. If the pre-tran-
sitional effect is not taken into account, the enthalpy change of the endothermic peak at 261.4 
K was found to be 9.5 ± 0.7 J g-1. Figure 3 shows the results obtained on heating with the four 
studied samples and the temperature and enthalpy changes with uncertainties of ±1 K and ±5 
% of the enthalpy value are summarized in Table 1. 
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Figure 3. Differential scanning calorimetry curves obtained with samples S1, S2, S3, and S4 
at a heating rate of 10 K min-1. The vertical arrow indicates the endothermic direction. 
 
Table 1. Temperature and enthalpy changes 
Samples T  onset/ oC (K) H / J·g-1 
S1 -15.1 (258.0) 8.4 
S2 -13.1 (260.0) 9.2 
S3 -18.5 (254.6) 6.8 
S4 -15.9 (257.2) 6.9 
 
Considering that an enthalpy change and an onset temperature closest to the result for the 
single crystal are indicative of a higher purity, it can be concluded that samples S1 and S2 
clearly have a higher purity than the other two samples S3 and S4. For S3, the decrease in 
enthalpy fits the XRD observation of the presence of amorphous material, although the lower-
ing of the transition temperature also points to the presence of impurities, whereas in the case 
of S4, a possible presence of impurities may explain the lowering of the value of the transition 
enthalpy. 
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Thermogravimetric results 
Thermogravimetric measurements have been run from room temperature to 673 K (Figure 
4). C60 samples were placed in pierced aluminum pans and an empty pan was used as a control. 
It can be seen (Figure 4) that no significant weight loss occurs up to about 600 K with S1, S2 
and S3. In contrast, sample 4 exhibits a sudden weight loss of about 2 % in the 350-450 K range 
that can be ascribed to molecular materials with a relatively high vapor pressure, which are 
most likely residual solvents trapped in the fcc lattice. The weight loss of about 1% in the 600-
650 K range observed for S1 cannot be explained by the loss of residual solvent, since volatile 
organic solvents used to extract and purify C60, when trapped in the fcc lattice, are known to 
leave the C60 lattice in the temperature range of 300-450 K. 
 
Figure 4. Thermogravimetry curves obtained with samples S1, S2, S3, S4, and an empty 
pan at a heating rate of 10 K min-1. 
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Thus, TGA experiments confirm that samples S1 and S2 possess a high purity. The fact 
that no mass loss was found for sample S3, which clearly contains impurities following the 
DSC results, can tentatively be explained by impurities composed of polymer-like C60 sub-
stances, possibly induced by light exposure (36). The presence of volatile impurities are con-
firmed for sample S4. 
Infrared spectroscopy 
To investigate in particular the impurities of sample S3 in the solid state, also in relation to 
its clear brownish hue, FTIR was used. FTIR has been used before to compare the purity of C60 
samples and the presence of additional peaks in C60 spectra has been reported for certain sam-
ples (23,24).  Figure 5 shows the representative spectra of the samples S1 and S3. The peaks at 
526, 575, 1181 and 1427 cm
-1
 correspond to C
60
 vibrations (Figure 5A) (37,38). Both samples 
exhibit additional peaks at 2850-3000 cm
-1
, which can be ascribed to saturated C-H bonds (39), 
as well as some peaks at 796, 1044, 1259 cm-1, which can be ascribed to methyl-siloxane de-
rivatives (40). Moreover, for sample S3 additional peaks at 669, 738, 775, and 802 cm-1 most 
likely related
 
to aromatic C-H vibrations (Fig. 5B) were also observed. These latter peaks 
closely correspond to those typical for toluene and xylene (39), indicating that despite the ab-
sence of weight loss, sample S3 contains small amounts of aromatic solvents, whereas sample 
S1 does not. 
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Figure 5. (A) FTIR spectra of S1 (red) and S3 (green). (B) Magnification of (A). 
Taking the results of the solid-state studies in consideration, it is clear that samples S1 and 
S2 are the purest, whereas samples S3 and S4 contain some impurities. It is however not possi-
ble to determine the identity of these impurities, which will be carried out below with a further 
series of analytical methods. 
Studies in solution 
Considering that impurities that interact with C60 will mainly consist of aromatic mole-
cules, which absorb in the UV domain, their presence will affect the molar absorptivity of C60-
samples. Thus, UV-Vis spectroscopy could be considered as one of the simplest tools to check 
the purity of a C60-sample. 
Figure 6A show the representative UV-Vis spectrum of a toluene solution of the studied 
samples. The observed spectral features agree with those previously observed by other authors 
(41,42). The absence of absorption bands at 424 and at 496 nm characteristic of C60O (43) 
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clearly indicate that this impurity can only be present at concentrations below the limit of de-
tection. 
Figure 6C shows the comparison between the calculated molar absorptivity of each sample 
at 336 nm. The obtained data clearly show that while there is a significant difference between 
samples S1 and S3, and S2 and S3, there is no significant difference between S4 and the 3 other 
samples, probably because of the low concentration of impurities in these samples. Indeed, the 
within-run (n = 6) and between-run (n = 6) precisions of the method under our conditions are 
of 0.1 % and 0.5 %, respectively. Further analyses in other solvents such as hexane or methanol 
may provide additional information (44,45). However, C60 is sparingly soluble in these solvents 
and therefore high precision results may be difficult to obtain rapidly. 
 
Figure 6. Representative UV-Visible spectrum of (A) a C60 sample, (B) magnification of 
(A), and (C) comparison between the molar absorptivity of the four samples. (ns = not signifi-
cant). 
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High-Pressure Liquid Chromatography  
HPLC is commonly used to check the purity of C60 samples, notably in order to check the 
presence of higher fullerenes and/or C60 derivatives. Hence, we analyzed the samples by HPLC 
coupled to diode array detection with a previously validated method (46) with a minor modifi-
cation. Notably, we doubled the column length in order to enhance the resolution to better sep-
arate possible impurities eluting before C60. Such impurities should include peaks correspond-
ing to more polar compounds such as oxide derivatives. However, other aromatic compounds 
such as benzene and anthracene derivatives cannot be detected under these chromatographic 
conditions because of the UV cut-off of the toluene based mobile phase (47).  
Injecting a 5 mg/L C60 solution showed no additional peaks thus indicating the absence of 
significant amounts of higher fullerenes or C60-oxides in the samples. Nevertheless, the injec-
tion of an overloading C60 concentration (Figure 7A) shows at least 6 minor peaks (Figure 7A, 
insert I1) eluting before the C60 peak. Based on their spectral features (Figure 7A, insert I2), 
these minor peaks can be ascribed to C60-oxides (43).  
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Figure 7. Representative RP-Chromatographic profile of a C60 sample: (A) 45 mg/l (the 
shoulder and the tailing peak are due to mass overload), (I1) magnification of (A), and (I2) ex-
tracted spectra of 1 to 6 peaks. (B) Comparison between the (peak area/ C60-concentration) ra-
tios of the four samples injected at a concentration of 5 mg/l. (ns = not significant). 
 
Figure 7B summarizes the comparison between the area/concentration ratios of each C60 
sample. With a maximum imprecision of 5.8 % (n = 6 for 3 different days), the data of HPLC 
analyses show no significant differences between the considered samples.  
While HPLC is the most appropriate technique to verify the eventual presence of higher 
fullerenes and/or C60-derivatives such as C60-O derivatives in a C60 sample, the precision of this 
technique cannot provide a quantitative comparison between the studied samples. These data 
agree with those published previously (23). 
 
Chapitre II 
 
50 
 
GC-MS analyses 
As TGA and FTIR data suggest the presence of volatile impurities, GC-MS has been per-
formed in order to identify them. 
Figure 8 shows the obtained GC-MS chromatographic profiles. They clearly show the pres-
ence of several volatile impurities (Table 2) namely benzene, naphthalene, phthalate, and silox-
ane derivatives. These semi-quantitative analyses confirm the data obtained by the analyses in 
“solid state” indicating that the samples can be classified as a function of their purities as follow: 
S1 > S2 > S4 > S3. Notably, the S3 and S4 samples contain considerable amounts of xylene 
and toluene as compared to the S1 and S2 samples. 
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Figure 8. GC-MS Chromatograms of the four C60 samples (T: Toluene, Xy: Xylene, S: Silox-
ane derivatives, Ph: Phthalate derivatives).  
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Table 2. Detected impurities in the four C60 samples (Semi-quantitative aspect; - absence; and 
+ presence) 
 S1 S2 S3 S4 
Toluene - + +++ + 
Xylene - - +++ +++ 
Trimethyl benzene - - ± - 
Tetra methyl benzene - + +++ - 
Penta methyl benzene - - + - 
Hexa methyl benzene - - + - 
Hydroxylated toluene - - - + 
Dichlorobenzene - - ± - 
Methylbenzaldehyde - - + - 
Hydroxymethylbenzoic acid - - + - 
Naphthalene - - + - 
Methylnaphthalene - - +++ ++ 
Dimethylnaphthalene - - + + 
Trimethylnaphthalene - - + - 
Tetramethylbiphenyl - - - + 
Dibuthyl Phtalate ± + ± +++ 
Phthalic acid, isobuthyl octadecyl ester ++ +++ ± +++ 
Diethyl Phthalate ± ++ ± ++ 
Benzoic acid, 4-ethoxy-, ethyl ester      - ++ - ++ 
Octamethylcyclotetrasiloxane ++ - ++ - 
Decamethylcyclopentasiloxane ++ + +++ + 
Dodecamethylcyclohexasiloxane + + +++ ++ 
Tetradecamethylcycloheptasiloxane + +++ +++ ++ 
Hexadecamethylcyclooctasiloxane + +++ ± +++ 
Octadecamethylcyclononasiloxane + ++ - ++ 
 
The obtained results could be used, after appropriate calibration and validation of the GC-
MS method, to quantify the residual solvents and other volatile impurities in a C60 sample. 
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Conclusion 
The results in this paper demonstrate the advantages and limitations of each technique to char-
acterise and evaluate the purity of C60 samples. The data show that while DSC is probably the 
most appropriate technique to establish a simple purity criterion for C60 samples based on the 
sc-fcc transition temperature and enthalpy change, FTIR provides a rapid assessment of the 
kind of impurities present in the C60 samples during the production process. Finally, GC-MS 
provides the most detailed picture of the various volatile molecular impurities that can be found 
in the different C60 samples, whereas HPLC provides information on the presence of higher 
fullerenes and oxidized/and or functionalized fullerene species. 
Nonetheless, it should not be forgotten that even the visual aspect of the samples can al-
ready provide clues about the quality as sample S3, which contains most kinds of impurities 
and is least crystalline, possesses a brownish color, whereas the highly crystalline samples S1 
and S2 containing very few molecular impurities have a black metallic appearance. 
Experimental section 
Materials 
Commercial C60 samples with different degrees of purity as specified by the manufacturers: 
S1 (99.98 %); S2 (> 99.98 %); S3 (99.9 %); and S4 (99.5 %) were used for this study. 
Toluene was obtained from Merck (Darmstadt, Germany) and acetonitrile from Carlo Erba 
(Val-de-Reuil, France). Both solvents were of high purity grade (99.9 %) and were used without 
further purification. 
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Scanning Electron Microscopy 
Electron microscopy images have been obtained using a Hitachi TM-1000 (Japan) tabletop 
scanning electron microscope with a scanning voltage of 15 kV. To improve the quality of C60 
sample images, their surface was coated with a thin layer of gold. 
High Resolution X-ray Powder Diffraction 
X-ray powder diffraction was carried out on a transmission mode diffractometer using De-
bye−Scherrer geometry equipped with cylindrical position sensitive detectors (CPS120) from 
INEL (France) containing 4096 channels (0.029° 2θ angular step) with monochromatic Cu Kα1 
(λ = 1.5406 Å) radiation. Unground specimens were introduced in a Lindemann capillary (0.5 
mm diameter) rotating perpendicularly to the X-ray beam during the experiments to improve 
the average over the crystallite orientations. All samples were measured at 300 K for at least 
one hour. External calibration using the Na2Ca2Al2F14 cubic phase mixed with silver behenate 
was performed by means of cubic spline fittings. The XRD patterns data were analyzed with 
FullProf v2.05.18 (32).  
Differential Scanning Calorimetry (DSC) 
DSC measurements at normal pressure were performed by means of a Q100 thermal analyzer 
from TA-Instruments (USA) under He flux at cooling then heating rates of 5 K min−1 in the 
temperature range from 303 K to 213 K. Samples masses (≈ 5 mg) were weighed with a micro-
balance sensitive to 0.01 mg and sealed in aluminum pans of 30 mL inner volume. Indium was 
used as a standard for the calibration of temperature and enthalpy change. 
Thermogravimetry 
Thermogravimetric measurements were performed by means of a Q50 system from TA 
Instruments (USA) under nitrogen flux from room temperature to 673 K. Heating rates of 10 
K·min-1 and sample masses of ca. 5 mg were used. 
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Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 
FTIR analyses were performed on tablet transmission sampling mode. Tablets were pre-
pared by mixing ~1 mg of C60 sample powder with 10 mg of KBr powder and then analyzed in 
a PerkinElmer Frontier IR/FIR (Perkin ELMER, France) instrument in a 400-4000 cm-1 ranges. 
 
Reversed-phase high-pressure liquid chromatography coupled to diode ar-
ray detection 
Chromatographic analyses were performed as previously described (46) with minor modi-
fications. We used a longer column (25 cm instead of 12.5 cm) packed with the same stationary 
phase in order to better separate possible impurities eluting before C60. The mobile phase con-
sisted of a mixture of toluene/acetonitrile (42/58, v/v) and was delivered by a P100 Spectra-
System pump connected to a UV6000 LP diode array detector (Thermo Spectra-System LC, 
Courtaboeuf, France). All chromatographic analyses were performed at 30°C with a flow rate 
of 0.8 mL/min.  
Working solutions of 1, 2, 5 and 45 mg/L were prepared daily by appropriate dilution of 
the stock solution (100 mg/L) in the mobile phase before injection of 20 µL into the HPLC 
system (n = 6 injections for each solution and every day during 6 days). 
UV-vis spectrophotometry 
For the UV-Vis spectrophotometry, stock solutions (100 mg/L) were prepared by dissolv-
ing each C60 sample in toluene. After stirring for 3 days, working solutions of 8 and 50 mg/L 
were prepared daily after appropriate dilution in toluene and scanned (300 to 700 nm) by an 
Agilent Varian 50 Bio spectrophotometer. Direct detection was recorded at 336 nm, and 407 
nm. 
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Gas chromatography coupled with mass spectrometry 
Two measurement series have been carried out with GC-MS, using a headspace trap 
method. C60 impurities were detected by the HS-trap GC-MS equipped with a 30 m x 0.25 mm 
x 0.25 µm Elite-5MS column (Perkin ELMER, France) in the trap temperature range between 
40-280°C. C60 powder was placed in a closed vial, which was loaded into a thermostatic oven 
and heated at 160°C for 20 min. A needle was then lowered into the headspace of the vial, 
which was pressurized with He as a carrier gas at 35 psi for 1.5 min. While the needle was still 
in the vial, the carrier flow to the vial was interrupted and by lack of external pressure, the 
already pressurized headspace vapor was forced to escape through the needle and the trap at 
40°C, where the compounds in the vapor were adsorbed. This was repeated 4 times, removing 
practically the entire analyte vapor from the sample vial. The analytes were thus pre-concen-
trated in the trap for desorption. The trap was heated to 280°C at 20 psi sweeping the desorbed 
analytes out of the trap and into the column at 10 psi for GC analysis. The analytes were sepa-
rated on the non-polar capillary column (active phase: CP Sil 5 CB). The oven was heated from 
40 °C to 220 °C with a heating rate of 4 °C min-1. 
Statistical analysis 
All statistical analyses were performed using one-way ANOVA test with 95% confidence 
interval (Graphpad prism 7, Graphpad software, San Diego, CA, USA), and a p value of 0.05 
(or less) was considered statistically significant (for at least n = 6). 
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Introduction  
Le fullerène n'est actif que sous forme soluble. Sa solubilité est faible et lente dans les 
milieux aqueux et biologiques, le phénomène empêche le contrôle de sa fraction active avec 
précision (153), le C60 a été dissout dans l’huile d’olive afin de déterminer sa bio-distribution 
et son élimination in vivo (27,160). La pharmacocinétique du C60 dissous dans l'huile d'olive 
(0,8 mg/ml) a été caractérisée après administration orale (o.g.) et intrapéritonéale (i.p.) chez le 
rat (4 mg/kg). Dans cette étude, le volume de distribution apparent de C60 après l'administration 
i.p. a été rapporté plus élevée que le volume sanguin chez le rat (161), ce qui indique que le C60 
a été bien distribué dans les tissus. La valeur de distribution apparente après o.g. a été moins 
importante. 
Au jour 1 après administration, les teneurs en C60 dans le foie et la rate ont représenté 
respectivement 0,14% et 0,18% de la dose administrée par voie orale et 4,73% et 1,55% par 
voie i.p., respectivement. Après 7 jours, les teneurs en C60 dans le foie et la rate ont représenté 
respectivement 0,39% et 0,51% de la dose totale administrée par voie orale et à 5,54% et 2,39% 
par voie i.p. respectivement. Tandis qu’au jour 1 et 7 de son administration, la teneur en C60 
dans le cerveau a représenté moins de 0,01% de la dose administrée après o.g. alors que ces 
valeurs ont été supérieures à 0,12% après administration intrapéritonéale. Selon cette étude la 
teneur maximum du C60 a été observée par administration intrapéritonéal et dans la rate, le foie, 
le cerveau et le sang, respectivement. L’effet du C60 sur l’activité de l’enzyme alanine amino-
transférase (ALT), en tant que marqueur biochimique des lésions hépatiques(162), a été étudié 
et a confirmé la protection du foie des rats par C60 contre la toxicité de CCl4. En outre, il a déjà 
été montré que C60 réagit à l'intérieur des cellules du foie avec la vitamine A après une réaction 
de type Diels-Alder chez la souris et chez le rat (153,163). Les résultats de cette étude ont 
confirmé l’effet antioxydant du C60 et même son effet modulateur sur l’état redox intracellulaire 
même en l’absence de CCl4 (153). 
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La lésion hépatique induite par le tétrachlorure de carbone (CCl4) est un modèle très 
classique largement utilisé pour le dépistage de médicaments hépato-protecteurs (164,165). 
L’hépatotoxicité aiguë du CCl4 réside dans sa biotransformation en radicaux libres trichloro-
méthyle (CC13
°) ou trichloroperoxyle (CC13O2) produits par le système de cytochrome P450 
oxygénase du réticulum endoplasmique, qui provoque un stress oxydatif et des dommages à la 
membrane (166). Ces radicaux libres provoquent une peroxydation lipidique qui entraîne des 
lésions hépatocellulaires et favorise la formation de tissus enflammés qui conduit à la suite 
d'une réponse inflammatoire déclenchée par des cellules inflammatoires résidentes et une lésion 
hépatique aiguë induite par le CC14 (167,168). 
C60 et certains de ses dérivés s'accumulent principalement dans le foie et la rate des 
rongeurs (27,153,160,163,169), et les teneurs en C60 dans les poumons et les reins sont proba-
blement plus faibles que dans les foies et les rates (170,171). Celle-ci a été confirmé par la 
protection du foie de rat contre la toxicité induite par CCl4 (27,160). Nous nous sommes donc 
concentrés uniquement sur ces deux organes au cours de ce travail pour étudier l’effet du C60 
sur les enzymes des cellules du foie pour trouver le mécanisme possible de la protection du foie 
par C60 et voir les cellules de la rate au microscopie électronique après l’accumulation impor-
tante du C60 dans cet organe. 
 
Le stress oxydatif 
La production d'espèces réactives d'oxygène (ROS) est une conséquence du métabo-
lisme aérobie. Les ROS comprennent les radicaux libres tels que l'anion superoxyde (O2
•-), le 
radical hydroxyle (•OH), ainsi que des molécules comme le peroxyde d'hydrogène (H2O2), 
l'oxygène singulet (1O2), etc. Pour être protégé contre la toxicité de l'oxygène, notre organisme 
a développé des défenses antioxydants comprenant des enzymes (par exemple la glutathion 
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peroxydase), des protéines (par exemple la ferritine), des vitamines (A, C, E) et des oligo-élé-
ments (sélénium). A l'état physiologique, tous ces antioxydants ont la capacité de réguler par-
faitement la production de ROS. Un stress oxydatif sera défini en cas de déséquilibre entre les 
pro-oxydants et les antioxydants en faveur des formateurs. Chaque individu n'a pas le même 
potentiel antioxydant en raison des différences dans le mode de vie (par exemple, le tabagisme), 
le régime alimentaire, la morphologie génétique et les conditions de vie environnementales 
(172). 
Les ROS sont formés à partir des activités de transport d'électrons au niveau de la chaîne 
respiratoire mitochondriale suite à une fuite inévitable d'électrons sur l'O2 pour former H2O, ou 
encore en tant que sous-produit de diverses voies métaboliques localisées dans différents com-
partiments cellulaires. Le processus de réduction de l'oxygène en eau n'est pas parfait, car 2 à 
3% de l'oxygène est transformé en espèces réactives de l'oxygène, ce qui augmente la génération 
de ROS (173). Tous les ROS à fortes concentrations sont extrêmement nocifs pour les orga-
nismes. Lorsque le niveau de ROS dépasse les mécanismes de défense, une cellule est dite en 
état de «stress oxydatif». La production accrue de ROS lors de stress environnementaux peut 
constituer une menace pour les cellules en provoquant la peroxydation des lipides, l'oxydation 
des protéines, des dégâts aux acides nucléiques, l'inhibition de l'enzyme, l'activation de la voie 
de l’apoptose et finalement la mort des cellules. Le piégeage ou la détoxification des ROS en 
excès est obtenu grâce à un système antioxydant efficace comprenant des antioxydants non-
enzymatiques et enzymatiques. Divers travaux ont signalé des activités accrues de nombreuses 
enzymes du système de défense antioxydant dans les cellules afin de lutter contre le stress oxy-
datif. En réalité, la détermination du statut de stress oxydatif est de plus en plus importante en 
tant qu’outil permettant de prévenir certaines maladies. Ceci est suggéré par de nombreuses 
études in vivo montrant que les personnes ayant de faibles concentrations plasmatiques en an-
tioxydants (vitamines A, C et E) ou des taux élevés en marqueurs oxydants des lipides courent 
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un risque plus élevé de développer des maladies cardiovasculaires ou un cancer que les per-
sonnes ayant un régime alimentaire équilibré (172). 
Le paradoxe de la vie aérobie, ou «paradoxe de l'oxygène», est que les organismes aé-
robies eucaryotes supérieurs ne peuvent exister sans oxygène, or l'oxygène est intrinsèquement 
dangereux pour leur existence. La réduction tétravalente concertée de l'oxygène par la chaîne 
de transport d'électrons de la mitochondrie pour produire de l'eau est considérée comme un 
processus relativement sûr; cependant, la réduction univalente d'oxygène génère des intermé-
diaires réactifs. L'environnement réducteur du milieu cellulaire offre de nombreuses possibilités 
à l'oxygène de subir une réduction univalente non programmée. Ainsi, le radical anion supe-
roxyde, le peroxyde d'hydrogène et le radical hydroxyle extrêmement réactif sont des produits 
courants de la vie en milieu aérobie, et ces agents semblent être responsables de la toxicité de 
l'oxygène. Pour survivre dans un environnement aussi hostile à l'oxygène, les organismes vi-
vants génèrent - ou recueillent auprès de leur environnement - une variété de composés antioxy-
dants solubles dans l'eau et dans les lipides. De plus, une série d'enzymes antioxydants, dont le 
rôle est d'intercepter et d'inactiver les intermédiaires réactifs de l'oxygène, est synthétisée par 
tous les organismes aérobies connus. Bien qu’ils soient extrêmement importants, les enzymes 
et composés antioxydants ne sont pas totalement efficaces pour prévenir les dommages oxyda-
tifs. Pour faire face aux dégâts qui se produisent encore, une série d'enzymes d'élimination/ré-
paration des dégâts, pour les protéines, les lipides et l'ADN, est synthétisée. Enfin, étant donné 
que les niveaux de stress oxydant peuvent varier de temps en temps, les organismes sont ca-
pables de s’adapter à ces stress fluctuants en induisant la synthèse d’enzymes antioxydants et 
d’enzymes d’élimination/réparation des dégâts. Dans un monde parfait, l'histoire se terminerait 
ici. Malheureusement, la biologie est rarement aussi précise. La réalité semble être que, malgré 
les vaillants mécanismes d'antioxydant et de réparation décrits ci-dessus, les dommages oxyda-
tifs restent un résultat inévitable de l'existence aérobie (174). 
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Le stress oxydatif et les dommages oxydatifs associés sont des médiateurs des lésions 
cellulaires dans de nombreuses pathologies, de maladies et de syndromes dégénératifs, notam-
ment les suivants: mutagenèse, transformation cellulaire et cancer; l'athérosclérose, l'artérios-
clérose, les crises cardiaques, les accidents vasculaires cérébraux et les lésions d'ischémie/re-
perfusion; les maladies inflammatoires chroniques, telles que la polyarthrite rhumatoïde, le lu-
pus érythémateux et le rhumatisme psoriasique; problèmes inflammatoires aigus, tels que la 
cicatrisation des plaies; des stress photo-oxydants pour les yeux, tels que la cataracte; des 
troubles du système nerveux central, tels que certaines formes de sclérose latérale amyotro-
phique familiale, certaines crises convulsives liées à la glutathion peroxydase, la maladie de 
Parkinson et la démence d'Alzheimer; et une grande variété de troubles liés à l'âge, y compris 
peut-être même des facteurs sous-jacents au processus de vieillissement lui-même. Certaines 
de ces maladies ou troubles liés à l'oxydation peuvent être exacerbés, voire initiés, par de nom-
breux pro-oxydants environnementaux et/ou médicaments et aliments pro-oxydants. Les effets 
exceptionnellement nocifs du stress oxydatif sur les neurones résultent principalement de la 
diminution de la capacité du système nerveux central à prévenir les dommages oxydatifs. Les 
mitochondries semblent être à la fois la source principale et la cible des ROS intracellulaires 
(175). Un excès de ROS pourrait provoquer une dépolarisation mitochondriale associée à l’ou-
verture du pore de transition de perméabilité mitochondriale et à la libération ultérieure de pe-
tites molécules pro-apoptotiques telles que le cytochrome c, entraînant l’activation de cascades 
et l’apoptose. À son tour, l'effondrement du potentiel de la membrane mitochondriale déclenche 
une augmentation de la génération de ROS par la chaîne de transfert d'électrons, fournissant 
ainsi un mécanisme de rétroaction positive pour une production accrue de ROS conduisant à de 
nouvelles lésions mitochondriales et cellulaires. Les thérapies ciblées contre les ROS sont très 
prometteuses pour minimiser les lésions cellulaires dues au stress oxydatif et autres troubles 
dépendant de ROS. En raison de leur capacité à s'associer aux mitochondries et à atténuer les 
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ROS plus efficacement que les antioxydants classiques, un grand intérêt porte sur la valeur 
protectrice d’une grande variété de composés antioxydants, en particulier les dérivés hydroso-
luble de fullerènes  et le C60 vierge, qui peuvent renforcer de manière significative la résistance 
biologique aux oxydants (8–14,175,176). 
 
Mitochondrie  
Les mitochondries ont suscité l'intérêt des biochimistes depuis plus de 50 ans. Ils ont été 
étudiés de manière intensive au cours des dernières décennies, notamment parce qu'ils sont 
abondants et peuvent être facilement isolés de différents tissus. Aujourd’hui les méthodes de 
l’analyse de la chaîne respiratoire mitochondriale sont appliquées au diagnostic des pathologies 
mitochondriales. Les mitochondries ont un diamètre d'environ 0,5 à 1 µm et une longueur pou-
vant atteindre 7 µm. Leur forme et leur nombre par cellule dépendent du tissu. Ils peuvent 
apparaître comme des sphères, des bâtonnets ou des corps filamenteux, mais l'architecture gé-
nérale est la même. Le nombre de mitochondries par cellule varie en fonction des besoins en 
énergie : les tissus ayant une capacité élevée à effectuer des fonctions métaboliques aérobies 
telles que les muscles squelettiques ou les reins auront un plus grand nombre de mitochondries. 
Les mitochondries ont deux membranes composées chacune d'une double couches phospholi-
pidiques (Figure 1). Les deux membranes ont une apparence et des propriétés physico-chimiques 
très distinctes, déterminant ainsi la fonction biochimique de chaque membrane. La membrane 
interne entoure et convole dans la matrice mitochondriale, formant des crêtes. Cela sert à aug-
menter la surface de la membrane interne, qui porte la principale machine enzymatique de la 
phosphorylation oxydative (177–180).  
La membrane externe est largement perméable aux ions et aux grosses molécules. La 
membrane mitochondriale interne est beaucoup moins perméable aux ions et aux petites molé-
cules que la membrane externe, fournissant ainsi une compartimentation par séparation de la 
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matrice de l'environnement cytosolique. Cette compartimentation est une caractéristique cen-
trale de la conversion de l'énergie libre dérivée des substrats oxydables. 
 
Figure 1. Mitochondrie. Le pyruvate par la glycolyse se transforme en acétyl-coA par 
PDHc. L’acétyl-coA entre dans le cycle Krebs (acide tricarboxylique : TCA).  Les équivalents 
réduits NADH et FADH2 produits par TCA entre dans la chaîne respiratoire. Les complexes 
de la chaîne respiratoire (complexes I, II, III et IV) réduire l'O2 en créant un gradient de pro-
tons. Le complexe V se sert du gradient de proton pour produire de l’ATP. (178) 
 
 
La membrane mitochondriale interne est en fait un isolant électrique et une barrière chi-
mique. Des transporteurs d'ions sophistiqués existent pour permettre à des molécules spéci-
fiques de traverser cette barrière. Il y a plusieurs systèmes d'antiport intégrés dans la membrane 
interne, permettant l'échange d'anions entre le cytosol et la matrice mitochondriale. Des 
exemples sont un échangeur phosphate-OH2, l'adénine nucléotide translocase (qui échange spé-
cifiquement l'adénosine diphosphate (ADP) pour l'adénosine triphosphate (ATP), les mono-, 
di- et tricarboxylates et la navette aspartate-glutamate. 
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La matrice mitochondriale contient une gamme d'enzymes, qui font partie des princi-
pales voies métaboliques telles que l'oxydation des glucides, des lipides et des acides aminés 
(Figure 1). La machinerie enzymatique de la phosphorylation oxydative, conduisant à la pro-
duction d'ATP, se situe principalement dans la membrane mitochondriale interne. 
En raison de sa composition, la membrane mitochondriale interne est imperméable à la 
plupart des solutés et des ions. L’échange de certains métabolites et ions entre la matrice et le 
cytosol est facilité par un certain nombre de systèmes de transport. Les métabolites transportés 
à travers la membrane mitochondriale interne sont principalement sous forme anionique. La 
gamme des transporteurs d'anions dans la membrane mitochondriale interne dépend du tissu et 
de sa fonction particulière (177–180). 
Le transport des cations monovalents est étroitement contrôlé. Le potentiel de la mem-
brane mitochondriale entraînerait une accumulation d'ions tels que K+ si ceux-ci pouvaient 
s'infiltrer accidentellement dans la matrice, elle entraînerait un gonflement des mitochondries 
(en raison de l'absorption d'eau concomitante). Pour éviter cela, les mitochondries utilisent un 
transporteur qui échange K+ ou Na+ de la matrice pour H+, en maintenant une concentration de 
ces ions beaucoup plus faible que dans le cytosol (177–180). 
La membrane interne mitochondriale contient un certain nombre de navettes de trans-
port de substrat. Ces navettes servent à transporter des équivalents réducteurs à travers la mem-
brane mitochondriale interne, car aucun des nucléotides impliqués dans les réactions redox cel-
lulaires (NAD(P)+, NAD(P)H, FAD+, FADH2, Coenzyme A) ne peut traverser librement la 
membrane mitochondriale interne. La majeure partie du NADH dérivé de l'oxydation du glu-
cose se forme dans la matrice, mais le NADH produit dans la glycolyse est cytosolique. Des 
navettes de transport de substrats existent notamment la navette malate – aspartate. Ces navettes 
ont en commun le fait qu'elles impliquent un transfert réciproque d'espèces oxydées et réduites 
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de divers couples d'oxydoréduction, réalisant ainsi le transfert d'équivalents réducteurs à travers 
la membrane (177–180). 
Le glucose traverse les membranes plasmiques grâce à des protéines transporteuses. Une 
fois entrée dans la cellule le glucose se transforme en glucose-6-phosphate à l’aide de l’enzyme 
hexokinase et une molécule d’ATP : 
D-glucose + ATP  glucose-6-P + ADP 
Le glucose phosphate se transforme en pyruvate, celui-ci pourra traverser la membrane de la 
mitochondrie pour être consommée dans le cycle de Krebs. Dans le cas de déficit en oxygène 
le pyruvate ne rentre pas dans la mitochondrie pour conduire à la fermentation lactique et la 
fermentation alcoolique dans le cytoplasme de la cellule (179). 
 
La chaîne respiratoire 
 
La chaîne respiratoire ou chaîne de transport des électrons est une série de protéines et 
de molécules organiques présentes dans la membrane interne des mitochondries (Figure 3). Les 
électrons sont transmis d'un membre de la chaîne de transport à un autre dans une série de 
réactions redox. L'énergie libérée dans ces réactions est capturée sous la forme d'un gradient de 
protons, qui est ensuite utilisé pour produire de l'ATP. Le flux d'électrons à travers la chaîne 
respiratoire génère l'ATP par le processus de phosphorylation oxydative.  
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Figure 2. Chaîne respiratoire mitochondriale. La chaîne respiratoire est une série de pro-
téines et de molécules organiques située dans la membrane interne de la mitochondrie. Les 
complexes transmettent les électrons dans une série de réactions redox. Ce transfert est ac-
compagné par un gradient de proton dans l’espace inter-membranaire. Ces réactions condui-
sent à la production de l’ATP. (180) 
 
Les électrons nécessaires à la chaîne respiratoire pour produire de l’énergie proviennent 
des porteurs d'électrons qui sont les coenzymes réduits (NADH et FADH2). Ils sont produits 
dans d'autres étapes réactionnelles et transfèrent leurs électrons vers des molécules au début de 
la chaîne de transport (Figure 4). Dans ce processus, ils se transforment en NAD+ et FAD, qui 
peuvent être réutilisés dans d'autres étapes métaboliques. Au fur et à mesure que les électrons 
passent dans la chaîne, ils passent d'un niveau d'énergie plus élevé à un niveau d'énergie infé-
rieur, libérant ainsi de l'énergie. Une partie de l'énergie est utilisée pour pomper des ions H+, 
les déplaçant hors de la matrice et dans l'espace inter-membranaire. Ce pompage établit un 
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gradient électrochimique. À la fin de la chaîne de transport d'électrons, les électrons sont trans-
férés à l'oxygène moléculaire, qui se divise en deux et prend H+ pour former de l'eau. Lorsque 
les ions H+ reviennent dans la matrice, ils traversent une enzyme appelée ATP synthase ou 
complexe V, qui exploite le flux de protons pour synthétiser l’ATP (178–180). 
 
Le complexe I (ou NADH – coenzyme Q-réductase) transfère les électrons du NADH 
au Coenzyme Q (Figure 5). Plusieurs groupes fer-soufre sont impliqués dans le processus de 
transport des électrons. Les deux coenzymes du complexe I, le flavon mononucléotide (FMN) 
et le Coenzyme Q sont capables d'accueillir jusqu'à deux électrons chacun dans des conforma-
tions stables et de donner un ou deux électrons aux cytochromes du complexe III. On pense que 
quatre protons sont pompés par paire d'électrons. 
 
 
Figure 3. Cx I: NADH coenzyme Q réductase (NADH-ubiquinone réductase, NADH-déshy-
drogénase) REF ? 
 
Le complexe II (succinate – coenzyme Q-réductase) contient la succinate déshydrogé-
nase et trois petites sous-unités hydrophobes (Figure 6). Il est ancré dans la membrane, face à la 
matrice mitochondriale. Il permet le passage des électrons du succinate, un intermédiaire du 
NAD
+
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cycle de l’acide citrique, vers le Coenzyme-Q en utilisant le FADH2 comme coenzyme. Il n'a 
pas d'activité de pompage de protons. 
 
Figure 4. Cx II: Succinate coenzyme Q réductase (Succinate-ubiquinone réductase) 
REF 
 
Le complexe III (coenzyme Q–cytochrome c réductase) transfère les électrons du Coen-
zyme Q réduit au cytochrome C (Figure 7). Il contient deux cytochromes, un cytochrome C1 et 
un groupe fer-soufre. Deux protons sont pompés par paire d'électrons. 
 
Figure 5. Cx III: Coenzyme Q cytochrome C réductase (Ubiquinol-cytochrome C ré-
ductase) REF 
 
Dans le complexe III, le cycle Q facilite le transport des électrons et la translocation des 
protons. Ici, CoQ est réduit en deux étapes. Ubisemiquinone, portant un électron, est réduit par 
2 e-
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FAD
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le complexe I et accepte un proton de la matrice. QH2 diffuse ensuite vers l'espace intermembra-
naire, où deux protons sont ensuite libérés dans l'espace intermembranaire. Un électron est re-
cyclé pour faciliter l'absorption des protons, formant ainsi de l'bisémiquinone du côté de la 
matrice de la membrane, tandis qu'un autre électron passe sur le cytochrome C1.  
Le complexe IV (cytochrome c oxydase) catalyse la dernière étape du transfert d'élec-
trons: la réduction de l'oxygène en eau (Figure 8). Le complexe IV transfère quatre protons par 
paire d'électrons. La translocation des protons est un processus endergonique (c’est-à-dire 
qu’elle nécessite de l’énergie extérieur) car elle se produit contre un gradient électrochimique. 
Le mécanisme précis de translocation des protons fait encore l'objet de recherches. Dans ce qui 
a été appelé le mécanisme de pompe à protons, le transfert d'électrons entraîne des modifica-
tions conformationnelles des complexes impliqués. 
 
Figure 6. Cx IV: Cytochrome C oxydase REF 
 
Le gradient électrochimique (p, aussi appelé « force motrice du proton » résulte des 
activités de transposition des complexes I, III et IV. Les mitochondries isolées à partir des hé-
patocytes ont généralement un potentiel de membrane d'environ 170 mV. 
 
2 e-
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L'ATP synthase, ou F1F0-ATPase, utilise la force motrice du proton, p, pour convertir 
l'ADP et le phosphate en ATP, couplant ainsi le transport des électrons et le pompage des pro-
tons à la synthèse de l'ATP (Figure 9). Ce complexe protéique transmembranaire, possède la 
structure la plus complexe de la membrane mitochondriale interne, a attiré une attention expé-
rimentale considérable ces dernières années.  
 
Figure 7. Cx V: ATP synthtase 
 
La phosphorylation oxydative repose donc sur une série de complexes respiratoires (ap-
pelés chaîne de transport des électrons) qui sont intégrés dans la membrane mitochondriale 
interne. Les électrons « arrivent » à la chaîne de transport d’électrons sous la forme de NADH 
and FADH2. Les complexes de transport d’électrons transmettent des électrons provenant de 
ces « équivalents réducteurs », NADH et FADH2, via des centres d’oxydoréduction liés aux 
protéines à un accepteur final, l’oxygène, formant ainsi de l’eau. 
L'énergie libre du transport d'électrons est conservée par le gradient de protons, qui est 
constitué par les complexes enzymatiques de la chaîne de transport d'électrons. Ces complexes 
}
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pompent des protons de la matrice vers l'espace inter-membranaire et créent un gradient élec-
trochimique à travers la membrane interne. Ce gradient permet alors à l'ATPase de synthétiser 
l'ATP. 
 
Cycle Krebs 
 Le cycle de l'acide citrique (également appelé cycle de l'acide tricarboxylique ou 
cycle de Krebs) réalise l'oxydation complète de l'acétyl-CoA, un intermédiaire central produit 
par diverses voies cataboliques telles que la glycolyse et l'oxydation des acides gras (Figure 10). 
Les enzymes de ce cycle sont principalement situées dans la matrice mitochondriale, à l'excep-
tion de la succinate déshydrogénase, qui est liée à la membrane interne et fait partie du com-
plexe II de la chaîne de transport des électrons. 
 
Figure 8. Cycle Krebs. Le cycle de Krebs est constitué de plusieurs enzymes qui sont situé 
principalement dans la matrice mitochondriale sauf dans le cas de succinate déshydrogénase 
(Complexe II). L’oxydation de l’acétyl-CoA se réalise au sein du cycle Krebs en produisant de 
dioxyde de carbone. Le cycle de Krebs conserve l’énergie produit au cours de cette oxydation 
sous forme de NADH et FADH2. REF 
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La proximité physique du cycle de l'acide citrique et des réactions de phosphorylation 
oxydative dans la matrice mitochondriale ont un sens : la fonction principale du cycle de l'acide 
citrique est d'oxyder le composant acétyle de l'acétyl-CoA en deux molécules de dioxyde de 
carbone et de conserver simultanément l'énergie libérée sous forme de NADH (forme réduite 
de nicotinamide – adénine dinucléotide) et de FADH2 (forme réduite de flavine – adénine di-
nucléotide). La plupart des besoins de la cellule en matière de vecteur d’énergie cellulaire, 
l’ATP (adénosine 5’-triphosphate), sont alors satisfaits par la phosphorylation oxydative mito-
chondriale, pour laquelle NADH et FADH2 sont les « substrats ». 
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Matériels et Méthodes 
 
Expérimentation animale 
3 groupes de 6 souris Swiss (M, 20 g) ont été choisis (G1, G2, G3). Après acclimatation 
les souris ont été injectées par voie intra-péritonéal (ip): 
- G1 : 1 ml de NaCl à 0.9% 
- G2 : 1 ml d’huile d’olive 
- G3 : 1 ml de C60-huile d’olive (0,8 mg/mL (27,28))  
Après 7 jours de l’injection, les souris ont été anesthésiées par 100 µL de pentobarbital 
par la voie intra-péritonéale (i.p.). Ensuite, le foie, la rate et le sang ont été prélevés (Figure 11).  
 
Figure 9. Les 3 groupes de souris 
 
Les prélèvements sanguins, faits par ponction cardiaque ont été conservés dans des 
tubes héparines. Ils ont été centrifugés et les plasmas et les culots globulaires ont été aliquo-
tés. Les tubes sont conservés à -80°C. Le foie et la rate sont découpés en fines tranches de 
Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
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quelques millimètre d’épaisseur et sont immergés dans le liquide de fixation pour la microsco-
pie optique et électronique. Le reste du foie est mis dans un sachet étiqueté et plongé dans de 
l’azote liquide pour l’analyse des différents complexes de la chaîne respiratoire. 
 
Enzymologie de la chaîne respiratoire 
 
0,200 g du tissu hépatique a été homogénéisé dans 1 mL de tampon PBS (pH=7,2) avec 
le disperseur (ULTRA TURRAX® IKA, BRUMATH, Dutscher, Brumath, France), aliquoté et 
congelé à -80°C. Avant chaque dosage l’homogénat concentré a été dilué 10 fois dans le tampon 
PBS, ensuite a été utilisé pour l’analyse enzymatique de la chaîne respiratoire. Tous les dosages 
ont été faits à 37°C au moyen d’un spectrophotomètre Agilent Carry50 Bio. L’ensemble des 
dosages sont effectués en cinétique enzymatique et exprimé en nmole de substrats consommé 
par minute et par mg de protéines de l’homogénat.  
 
Concentration de protéines 
La concentration des protéines de la suspension de mitochondries (1/20 pour le foie) est 
mesurée par la méthode de Bradford. Ce calcul permet d’ajuster la concentration protéique à 2 
mg/mL et de vérifier la concentration des billes au 1/40 (qui est proche de 1 mg/mL). 
 
 Complexes I et V 
800 µL H2O distillé préchauffé à 37°C est mis dans une cuve de 1 mL. Ensuite 2 µL de 
l’homogénat de foie, 200 µL du tampon Tris (pH=8), 4 µL KCN 80 mM et 5 µL de NADH2 40 
mM sont rajouté dans la cuve. Après quelques minutes la mesure d’absorbance à 340 nm est 
commencé. Ensuite 2 µL de décylubiquinone 20 mM est rajouté dans la cuve. 2 µL de Rotenone 
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2 mM a été rajouté pour inhiber le complexe I. L’oxydation du NADH due à l’activité cyto-
chrome b oxydo-reductase, est insensible à la roténone et l’activité spécifique du complexe I 
est donc la partie sensible à la roténone de l’activité NADH oxydase totale.  
 
 Complexe II (succinate ubiquinone oxido-réductase) 
La mesure de l’activité de cette enzyme est basée en suivant la réduction du 2,6-dichlo-
rophénol-indophénol (DCPIP) par la baisse de l’absorbance à 600 nm du DCPIP oxydé. Pour 
réaliser cette mesure 1 mL du tampon phosphate à pH =7,8 est mise dans une cuve et la cuve 
est mise dans l’appareil (pour faire le zéro) pour rajouter les réactifs ultérieurement ce qui nous 
permet de mesurer l’absorbance au cours de la réaction. Après, 2 µL de l’homogénat de foie, 2 
µL de roténone 2 mM, 4 µL d’ATP 50 mM, 10 µL succinate 500 mM, 1 µL d’antimycine 2 
mM, 4 µL KCN 80 mM et 4 µL DCPIP 20 mM (couleur bleu foncé) ont étés rajouté dans la 
cuve. Après quelques minute d’attente, pour avoir une ligne de base stable, la lecture de l’ab-
sorbance à 600 nm est démarrée. La réaction est déclenchée après l’ajout de 4 µL de décylubi-
quinone 20 mM la réaction est stoppé par ajout de 5 µl de Malonate, inhibiteur spécifique du 
complexe II. L’absorbance spécifique obtenu est utilisé pour calculer l’activité de l’enzyme. 
 Complexe III 
L’activité du complexe III de la chaîne respiratoire est mesurée à partir de l’oxydation 
de l’ubiquinone réduit ou coenzyme QH en transférant les électrons au cytochrome c. La ré-
duction est mesurée par la suivi de l’absorbance à 550 nm. L’antimycine est l’inhibiteur spéci-
fique du complexe III. L’activité totale du complexe III est obtenu à l’aide de l’usage de l’anti-
mycine afin de mesurer l’activité de l’enzyme en présence ou l’absence de son inhibiteur. L’ac-
tivité est mesurée dans deux cuves en parallèle dans un tampon phosphate (1 mL, pH=7,8). 
Dans les deux cuves 2 µL de l’homogénat de foie, 5 µL Lauryl-β-D-maltoside (LM) 125 mM, 
4 µL KCN 80 mM, 20 µL cytochrome c 2 mM sont rajoutés dans les deux cuves. Dans les deux 
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cuves la lecture d’absorbance est démarrée à 550 nm et à 37°C, dans la première cuve 3 µL 
décylubiquinone 20mM puis 2,5 µL l’antimycine 2 mM sont rajoutés respectivement. Tandis 
que dans la deuxième cuve d’abord 2,5 µL l’antimycine et ensuite 3 µL décylubiquinone sont 
rajoutés respectivement. La différence entre les deux mesures obtenues permet de calculer l’ac-
tivité du complexe III. 
Le complexe III est un complexe respiratoire très difficile à évaluer (181,182). Les dif-
ficultés sont dues à la nécessité de préparer de l'ubiquinone réduite, à la grande activité spéci-
fique de l'enzyme et à diriger les interactions rédox entre les substrats et les produits du com-
plexe, car la quinone auto-oxydée produit à la fois du superoxyde et du peroxyde d'hydrogène, 
qui peut modifier directement (réduire) le cytochrome c (183). Pour surmonter les difficultés 
de mesure de l'activité du complexe III isolé les activités combinées II + III ou I + III ont été 
mesurés. Sachant que un défaut partiel du complexe III peut être masqué dans les activités 
combinées (184,185) et ensuite certaines des complications qui apparaissent lors de la mesure 
de l'activité du complexe III isolé sont également présentes dans l'analyse des activités combi-
nées (186). 
 
 NADH Cytochrome C Reductase (Complexes I+III) 
800 µL H2O distillé préchauffé à 37°C est mis dans une cuve de 1 mL. Ensuite 2 µL de 
l’homogénat de foie, 200 µL du tampon Tris (pH=8), 4 µL KCN 80 mM et 20 µL cytochrome 
C oxydé 2mM (Sigma) sont rajoutés dans la cuve. Ensuite la lecture de l’absorbance à 550 nm 
est commencée. Après 2 minutes 10 µL du pyruvate 400 mM est rajouté dans la cuve. Les 
pentes de courbe obtenue sont mesurées pour faire des calculs. 
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 Succinate Cytochrome C Reductase (Complexes II+III, G3P déshy-
drogénase et III seul) 
1 mL du tampon phosphate (pH= 7,8) est mis dans une cuve de 3 mL. Ensuite 2 µL de 
l’homogénat, 2 µL Rotenone, 20 µL cytochrome C oxydé 2 mM et 4 µL KCN 80 mM sont 
rajoutés dans la cuve, respectivement. La lecture à 550 nm est commencée et quelques secondes 
plus tard 10 µL succinate, 10 µL malonate et 10 µL G3P sont rajoutés dans la cuve. Les pentes 
sont prises pour faire des calculs. 
 
 Cytochrome oxydase (Complexe IV) 
1 mL du tampon 6.8 (KH2PO4 10 mM et Sucrose 0,3 M) est mis dans une cuve de 1 
mL (Dutscher). Ensuite 5,5 µL de cytochrome C réduit (Sigma, la solution réduit est préparé 5 
min avant le dosage) et 20 µL Lauryl-β-D-maltoside (Sigma, n-Dodecyl β-D-maltoside) est 
rajouté dans la cuve. Le dosage de l’absorbance à 550 nm est commencé et quelques secondes 
plus tard 2 µL d’homogénat dilué est rajouté dans la cuve. La pente de courbe obtenue est 
mesurée pour faire des calculs. 
 
 
 Malate déshydrogénase (MDH) et Citrate synthase 
La réaction se fait sous un volume de 1 mL du tampon phosphate (KH2PO4 10 mM et 
EDTANa,2H2O 2 mM, pH=7,8) dans une cuve de 1mL (UltraVette semi-micro pour l’UV-vi-
sible, Dutscher, Brumath, France). 2 µL de l’homogénat dilué du foie est rajouté dans la cuve. 
Ensuite, 5 µL du Triton 20% (Sigma, Steinheim, Germany), 5 µL de DTNB (5,5-dithio-bis-(2-
nitrobenzoic acid), Sigma), 100 µL Malate 500mM et 10 µL d’Acetyl co-enzyme A 20 mM 
(Sigma) sont rajouté dans la cuve, respectivement. Ensuite on commence l’enregistrement de 
la densité optique à 412 nm pour stabiliser la variation de la densité optique, la réaction est 
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déclanché par l’ajout de 20 µL acide oxaloacétique 400 mM.  L’activité de la citrate synthase 
est mesuré à partir de pente de la courbe obtenue pendant 5 à 10 min. elle est exprimé en 
nmole/min/mg de protéine 
 
 Aconitase et Isocitrate déshydrogénase (IDH) 
L'activité aconitase a été mesurée par spectrophotométrie en surveillant la formation de 
cis-aconitase à partir d'isocitrate à 240 nm dans du Tris-HCl à 50 mM (pH 7,4) contenant du 
MgCl2 à 0,6 mM et de l'isocitrate à 20 mM à 37 ° C. 1 mL tampon (pH=7,2) est mis dans une 
cuve et 5 µL Triton 20% est rajouté.  
 
 Fumarase 
L'activité du fumarase a été mesurée en surveillant l'augmentation de l'absorbance à 240 
nm à 37° C dans un mélange réactionnel de 1 ml contenant du phosphate de potassium 30 mM, 
de l'EDTA 0,1 mM et du L-malate 500 mM (pH 7,4). 
L-malate ↔ fumarate + H2O 
 
 Lactate déshydrogénase (LDH) 
800 µL H2O distillé préchauffé à 37°C est mis dans une cuve de 3 mL. Ensuite 200 µL 
du tampon Tris (Tris 50 mM, pH=8), 2 µL de l’homogénat de foie dilué, 5 µL de Triton 20% 
(Sigma), 5 µL KCN 10 mM et 5 µL NADH2 2 mM sont rajouté dans la cuve et puis la lecture 
de l’absorbance à 340 nm est commencée. Après 2 minutes 10 µL du pyruvate est rajouté dans 
la cuve. La pente de courbe obtenue est mesurée pour faire des calculs. 
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Résultats 
 
Complexe I 
Le résultat de l’activité du complexe I chez les 3 groupes de souris traité avec G1 : du 
sérum physiologique (0.9% NaCl), G2 : avec l’huile d’olive et G3 : avec C60 dissout dans l’huile 
d’olive est montré dans la Figure 11. L’activité du complexe I est plus élevée chez les souris de 
Groupe 3 (G3) que celle des deux autres groupes témoins non-traités avec le C60 (Tableau 1). La 
différence observée est significative (Le test One-way Anova , p value pour * est inférieur à 
0,05). 
 
Figure 10. Activité du Complexe I pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3);  
ns: non significatif ; p value ≤ 0,05 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 1. Moyenne, Ecart type et erreur type de l’activité du complexe I pour les groupes 
1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3) 
G1 vs. G2      ns
G1 vs. G3      *
G2 vs. G3      *
 G1 G2 G3 
Moyenne 137,5 139,5 188,0 
Ecart type 24,99 12,70 37,56 
Erreur type 10,20 5,681 15,34 
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Complexe II 
L’activité du complexe II chez les 3 groupes de souris traitées ; G1 : avec du sérum 
physiologique (0.9% NaCl), G2 : avec l’huile d’olive et G3 : avec C60 dissout dans l’huile 
d’olive a été évaluée (Figure 12). Les résultats montrent qu’il n’y a pas de différence significa-
tive entre l’activité du complexe II chez les 3 groupes traités ou non-traités avec le C60. L’acti-
vité moyenne de G1 est légèrement plus élevé que l’activité observée dans G2 et G3 (Tableau 
2), mais cette différence n’est pas significative (Le test One-Way Anova, intervalle de confiance 
égale à 95%). 
 
Figure 11. Activité du Complexe II pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3);  
ns: non significatif 
 
 G1 G2 G3 
Moyenne 231,7 216,8 216,8 
Ecart type 10,72 22,14 22,99 
Erreur type 4,792 9,903 9,384 
Tableau 2. Moyenne, Ecart type et erreur type de l’activité du complexe II pour les 
groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3) 
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Complexe III 
L’activité du complexe III a été mesuré chez les 3 groupes de souris traitées ; G1 : avec 
du sérum physiologique (0.9% NaCl), G2 : avec l’huile d’olive et G3 : avec C60 dissout dans 
l’huile d’olive et les résultats sont ploté dans la Figure 13. L’activité moyenne du groupe 1 est 
plus élevé que les groupes G2 et G3 (tableau 3) mais ce phénomène n’a pas été observé chez 
toutes les souris du groupe G1 et la différence observée n’est donc pas significative (Le test 
One-Way Anova, intervalle de confiance égale à 95%). 
 
Figure 12. Activité du Complexe III pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3);  
ns: non significatif 
 
 
 G1 G2 G3 
Moyenne 719,8 430,1 539,8 
Ecart type 232,4 24,27 188,1 
Erreur type 94,88 12,13 76,80 
Tableau 3. Moyenne, Ecart type et erreur type de l’activité du complexe III pour les 
groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3) 
  
G1 vs. G2      ns
G1 vs. G3      ns
G2 vs. G3      ns
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Complexe IV 
L’activité du complexe IV a été mesuré chez les 3 groupes de souris traité G1 : avec du 
sérum physiologique (0.9% NaCl), G2 : avec l’huile d’olive et G3 : avec C60 dissout dans l’huile 
d’olive et les résultats sont représenté dans la Figure 14. L’activité moyenne de l’enzyme des 
trois groupes est très proche (tableau 4) et il n’y a donc pas de différence significative entre les 
résultats (Le test One-Way Anova, intervalle de confiance égale à 95%). 
 
 
Figure 13. Activité du Complexe IV pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3);  
ns: non significatif 
 
 
 G1 G2 G3 
Moyenne 1054 1065 967,2 
Ecart type 195,4 189,5 133,3 
Erreur type 79,77 84,73 54,41 
Tableau 4. Moyenne, Ecart type et erreur type de l’activité du complexe IV pour les 
groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3) 
  
G1 vs. G2      ns
G1 vs. G3      ns
G2 vs. G3      ns
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Complexe V 
L’activité du complexe V a été mesurée chez les 3 groupes de souris traitées ;  G1 : avec 
du sérum physiologique (0.9% NaCl), G2 : avec l’huile d’olive et G3 : avec C60 dissout dans 
l’huile d’olive. Les résultats sont illustrés dans la Figure 15. L’activité moyenne observé pour le 
groupe 3 est plus élevé que celles des deux groupes G1 et G2 (tableau 5) mais la différence 
observée n’est donc pas significative (Le test One-Way Anova, intervalle de confiance égale à 
95%). 
 
 
Figure 14. Activité du Complexe V pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3);  
ns: non significatif 
 
 
 G1 G2 G3 
Moyenne 317,9 321,5 377,9 
Ecart type 72,68 81,69 58,52 
Erreur type 29,67 36,53 26,17 
Tableau 5. Moyenne, Ecart type et erreur type de l’activité du complexe V pour les 
groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3) 
  
G1 vs. G2      ns
G1 vs. G3      ns
G2 vs. G3      ns
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Complexes I+III 
L’activité des complexes I+III a été mesurée chez les 3 groupes de souris traitées ; G1 : 
avec du sérum physiologique (0.9% NaCl), G2 : avec l’huile d’olive et G3 : avec C60 dissout 
dans l’huile d’olive. Les résultats sont montrés dans la Figure 16. L’activité moyenne observée 
pour le groupe 3 est légèrement plus élevé que celles des groupes G1 et G2 (tableau 6) mais la 
différence observée n’est pas significative (Le test One-Way Anova, intervalle de confiance 
égale à 95%). 
 
 
Figure 15. Activité du Complexe I+III pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3); 
ns: non significatif 
 
 
 
 G1 G2 G3 
Moyenne 75,78 72,41 94,62 
Ecart type 9,22 28,41 17,68 
Erreur type 3,764 12,70 7,216 
Tableau 6. Moyenne, Ecart type et erreur type de l’activité du complexe I+III pour les 
groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3) 
G1 vs. G2      ns
G1 vs. G3      ns
G2 vs. G3      ns
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Complexes II+III 
L’activité des complexes II+III a été mesurée chez les 3 groupes de souris traitées ; G1 : 
avec du sérum physiologique (0.9% NaCl), G2 : avec l’huile d’olive et G3 : avec C60 dissout 
dans l’huile d’olive. Les résultats sont montrés dans la Figure 17. L’activité moyenne observée 
pour les 3 groupes de souris est très proche l’un de l’autre (tableau 7) et la différence observée 
n’est pas significative (Le test One-Way Anova, intervalle de confiance égale à 95%). 
 
Figure 16. Activité du Complexe II+III pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3 
ns: non significatif 
 
 
 G1 G2 G3 
Moyenne 63,89 61,86 73,79 
Ecart type 18,65 23,37 26,45 
Erreur type 7,615 10,45 10,80 
Tableau 7. Moyenne, Ecart type et erreur type de l’activité du complexe II+III pour 
les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3) 
  
G1 vs. G2      ns
G1 vs. G3      ns
G2 vs. G3      ns
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Citrate synthase 
L’activité de l’enzyme citrate synthase a été mesurée chez les 3 groupes de souris trai-
tées ; G1 : avec du sérum physiologique (0.9% NaCl), G2 : avec l’huile d’olive et G3 : avec C60 
dissout dans l’huile d’olive. Les résultats obtenus sont montrés dans la Figure 18. L’activité 
moyenne observée pour les 3 groupes de souris est très proche l’un de l’autre (tableau 8) et il 
n’y a donc pas de différence significative (Le test One-Way Anova, intervalle de confiance 
égale à 95%). 
 
 
 
Figure 17. Activité de la citrate synthase pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3);  
ns: non significatif 
 
 
 G1 G2 G3 
Moyenne 168,6 171,8 167,4 
Ecart type 29,89 22,37 42,93 
Erreur type 12,20 10,00 17,53 
Tableau 8. Moyenne, Ecart type et erreur type de l’activité de la citrate synthase pour 
les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3) 
G1 vs. G2      ns
G1 vs. G3      ns
G2 vs. G3      ns
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Aconitase 
L’activité de l’enzyme aconitase a été mesurée chez les 3 groupes de souris traitées ; 
G1 : avec du sérum physiologique (0.9% NaCl), G2 : avec l’huile d’olive et G3 : avec C60 dis-
sout dans l’huile d’olive et les résultats sont plotés dans la Figure 19. L’activité moyenne obser-
vée pour les 3 groupes de souris est proche l’une de l’autre (tableau 9) et il n’y a donc pas de 
différence significatif (Le test One-Way Anova, intervalle de confiance égale à 95%). 
 
 
 
Figure 18. Activité de l’aconitase pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3);  
ns: non significatif 
 
 
 G1 G2 G3 
Moyenne 24,33 27,11 20,48 
Ecart type 6,425 6,310 8,652 
Erreur type 2,623 2,822 3,532 
Tableau 9. Moyenne, Ecart type et erreur type de l’activité de l’aconitase pour les 
groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3) 
G1 vs. G2      ns
G1 vs. G3      ns
G2 vs. G3      ns
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Isocitrate déshydrogénase (IDH) 
L’activité de l’enzyme isocitrate déshydrogénase (IDH) a été mesurée chez les 3 groupes 
de souris traitées ; G1 : avec du sérum physiologique (0.9% NaCl), G2 : avec l’huile d’olive et 
G3 : avec C60 dissout dans l’huile d’olive et les résultats obtenus sont montrés dans la Figure 20. 
L’activité moyenne observée pour le G3 est diminué par rapport aux deux groupes témoins ; 
G1 et G2 (tableau 10) mais la différence observée n’est pas significative (Le test One-Way 
Anova, intervalle de confiance égale à 95%). 
 
Figure 19. Activité de l’isocitrate déshydrogénase pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 
3 (G3); 
ns: non significatif 
 
 
 G1 G2 G3 
Moyenne 227,8 218,7 208,3 
Ecart type 34,12 31,57 31,54 
Erreur type 13,93 14,12 12,88 
Tableau 10. Moyenne, Ecart type et erreur type de l’activité de l’isocitrate déshydro-
génase pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3) 
G1 vs. G2      ns
G1 vs. G3      ns
G2 vs. G3      ns
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Alpha-Cétoglutarate déshydrogénase 
L’activité de l’enzyme alpha-cétoglutarate déshydrogénase a été mesurée chez les 3 
groupes de souris traitées ; G1 : avec du sérum physiologique (0.9% NaCl), G2 : avec l’huile 
d’olive et G3 : avec C60 dissout dans l’huile d’olive et les résultats obtenus sont montrés dans 
la Figure 21. L’activité moyenne observée pour le G1 est légèrement plus élevée que celles des 
groupes G2 et G3 (tableau 11) mais la différence observée n’est pas significatif (Le test One-
Way Anova, intervalle de confiance égale à 95%). 
 
Figure 20. Activité de l’alph-cétoglutarate déshydrogénase pour les groupes 1 (G1), 2 
(G2) et 3 (G3); 
ns: non significatif 
 
 G1 G2 G3 
Myenne 19,45 16,46 16,31 
Ecart type 4,704 2,420 0,262 
Erreur type 1,920 1,082 0,117 
Tableau 11. Moyenne, Ecart type et erreur type de l’activité de l’alpha-cétoglutarate 
déshydrogénase pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3) 
  
G1 vs. G2      ns
G1 vs. G3      ns
G2 vs. G3      ns
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Fumarase 
L’activité de l’enzyme fumarase a été mesurée chez les 3 groupes de souris traitées ; 
G1 : avec du sérum physiologique (0.9% NaCl), G2 : avec l’huile d’olive et G3 : avec C60 dis-
sout dans l’huile d’olive. Les résultats sont montrés dans la Figure 22. L’activité moyenne ob-
servée pour le G2 est légèrement plus élevée que les groupes G1 et G3 (tableau 12) mais la 
différence observée n’est pas significative (Le test One-Way Anova, intervalle de confiance 
égale à 95%). 
 
 
Figure 21. Activité de la fumarase pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3); 
ns: non significatif 
 
 G1 G2 G3 
Moyenne 274,9 316,9 241,4 
Ecart type 55,89 63,38 44,36 
Erreur type 22,82 28,34 18,11 
Tableau 12. Moyenne, Ecart type et erreur type de l’activité de la fumarase pour les 
groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3) 
  
G1 vs. G2      ns
G1 vs. G3      ns
G2 vs. G3      ns
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Malate déshydrogénase (MDH) 
L’activité de l’enzyme malate déshydrogénase (MDH) a été mesurée chez les 3 groupes 
de souris traitées ; G1 : avec du sérum physiologique (0.9% NaCl), G2 : avec l’huile d’olive et 
G3 : avec C60 dissout dans l’huile d’olive et les résultats obtenus sont montrés dans la Figure 23. 
L’activité moyenne observée pour le G2 est moins élevée que les groupes G1 et G3 (tableau 
13). La différence observée est significative (Le test One-Way Anova, p value pour * est infé-
rieur à 0,05). 
 
 
Figure 22. Activité de la malate déshydrogénase pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 
(G3); 
ns: non significatif ; p value ≤ 0,05 
 
 G1 G2 G3 
Moyenne 36,57 20,57 35,85 
Ecart type 1,445 7,001 9,804 
Erreur type 0,6462 3,131 4,385 
Tableau 13. Moyenne, Ecart type et erreur type de l’activité de la malate déshydrogé-
nase pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3)   
G1 vs. G2      *
G1 vs. G3      ns
G2 vs. G3      *
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Lactate déshydrogénase (LDH) 
L’activité de l’enzyme lactate déshydrogénase (LDH) a été mesurée chez les 3 groupes 
de souris traitées ; G1 : avec du sérum physiologique (0.9% NaCl), G2 : avec l’huile d’olive et 
G3 : avec C60 dissout dans l’huile d’olive. Les résultats obtenus sont plotés dans la Figure 24. 
L’activité moyenne observée pour le G2 et G3 est plus élevée que celle du groupe G1 (tableau 
14). La différence observée est significative (Le test One-Way Anova, p value est inférieur à 
0,05). 
 
Figure 23. Activité du lactate déshydrogénase pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 
(G3); 
ns: non significatif ; p value ≤ 0,05 
 
 
 
 
 
Tableau 14. Moyenne, Ecart type et erreur type de l’activité du lactate déshydrogénase 
pour les groupes 1 (G1), 2 (G2) et 3 (G3) 
  
G1 vs. G2      **
G1 vs. G3      ***
G2 vs. G3      ns
 G1 G2 G3 
Moyenne 1705 2148 2243 
Ecartype 230,5 99,76 122,2 
Erreur type 94,12 44,62 49,88 
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Microscopie Electronique à Transmission (TEM) 
 
Après les résultats obtenus en microscopie électronique à transmission le C60 a été ob-
servés dans le prélèvement du foie (Figure 26) et de la rate (Figure 27) des souris de groupe traités 
avec le C60 dissout dans l’huile d’olive (c, d). 
 
 
Figure 24. Photo de la microscopie électronique à transmission, (a) x3,0k Groupe 1, (b) 
x2,0k Groupe 2, (c) x2,0k Groupe 3 et (d) x10,0k Groupe 3.  
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Figure 25. Photo de la microscopie électronique à transmission, (a) x2,5k Groupe 1, (b) 
x4,0k Groupe 2, (c) x4,0k Groupe 3 et (d) x5,0k Groupe 3.   
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Conclusion et discussion 
La phosphorylation oxydative a lieu au niveau de la chaîne respiratoire située dans la 
membrane mitochondriale interne. Elle fait intervenir d'une part des réactions d'oxydation qui 
aboutissent à une consommation d'oxygène et d'autre part une réaction de phosphorylation de 
l'ADP intramitochondrial en ATP. La chaîne respiratoire est composée de quatre complexes 
multi-enzymatiques qui fonctionnent comme transporteurs d'électrons : le complexe I, le com-
plexe II, le complexe III, le complexe IV et le complexe V (ATPase) qui assure la synthèse de 
l'ATP à partir de l'ADP et du phosphate inorganique dans la matrice mitochondriale. Un déficit 
enzymatique de la chaîne respiratoire provoque une modification profonde des équilibres d'oxy-
doréduction cytoplasmiques et mitochondriaux, par accumulation d'équivalents réduits 
(NADH, FADH). Dans la mitochondrie, cette accumulation du NADH pousse à la transforma-
tion de l'acétoacétate en 3-hydroxybutyrate entraînant une élévation du rapport 3-hydroxybuty-
rate/acétoacétate. De la même façon, dans le cytoplasme, la transformation du pyruvate en lac-
tate est favorisée et le rapport lactate/pyruvate s'élève avec une augmentation secondaire de la 
concentration en lactate. L'existence d'une hyperlactacidémie persistante et d'une perturbation 
des équilibres redox représente une indication formelle d'une exploration enzymologique de la 
chaîne respiratoire. 
L’activité de 3 enzymes du cycle Krebs impliqués dans le recyclage du NADH/NAD, 
Isocitrate déshydrogénase (IDH), Alpha kétoglutarate (AKGDH) et Malate déshydrogénas 
(MDH), a été mesurée. Parmi ces trois enzymes, l’activité du Malate déshydrogénase chez les 
souris G2 (traité avec l’huile d’olive) est moins élevée que celle observée chez les souris 
G1(traité avec l’eau physiologique) et G3 (traité avec C60/l’huile d’olive). L'oxydation du ma-
late dans le cytoplasme régénère l'OAA et le NADH. Les ROS modulent l'efficacité du cycle  
du TCA en diminuant l'activité de l'-cétoglutarate déshydrogénase (AKGDH) et de l'aconitase 
mitochondriale (187,188). Dans des conditions de stress oxydatif excessives, certaines enzymes 
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(Complexe I et AKGDH principalement) pourraient également être hyperglutathionées par la 
forme oxydée de glutathion (GSSG), ce qui altère leurs activités et diminue le pool de GSH 
(189). Le changement d’activité de l’AKGDH n’est pas significatif entre les 3 différents 
groupes de souris tandis que l’activité du complexe I est plus élevé chez les souris traitées avec 
du C60/l’huile d’olive (G3). Le ratio d’activité du complexe IV sur complexe I est plus faible 
pour le groupe G3, ce qui indique que cette diminution est spécifique du complexe I étant donné 
que les variations du complexe IV des des différents groupes n’est pas significative. L’activité 
normale du citrate synthase et du complexe IV indique que l’augmentation de l’activité du Cx 
I de la chaîne respiratoire n’est pas à cause de la haute teneur mitochondriale par cellule ou par 
gramme de tissue. 
L’aconitase est très susceptible à l’inactivation par les ROS alors que l’activité du fu-
marase est insensible aux ROS. La diminution du rapport de l'activité aconitase sur le fumarase 
est un indicateur fonctionnel de la production des ROS. La mesure de l’activité de l’aconitase 
et du fumarase chez trois différents groupes de souris montre que le C60 ne produit pas assez de 
ROS dans la mitochondrie pour induite une inhibition détectable de ces enzymes. 
Les dommages oxydatifs affectent également les lipides des membranes mitochon-
driales, ce qui entraîne une modification des propriétés de perméabilité de la membrane et une 
fuite important de protons. Le phénomène qui peut affecter les modifications sur l’activité des 
enzymes de la chaîne respiratoire et de la mitochondrie (190). Les résultats obtenus ont montré 
la présence du C60 au niveau de la mitochondrie et du réticulum endoplasmique, sans aucun 
signe de production du ROS et/ou de toxicité, ce qui confirme l’innocuité de ce fullerène. Par 
ailleurs, la modification de l’activité enzymatique de la malate déshydrogénase (MDH) et du 
complexe I (Cx I) de la chaîne respiratoire a confirmé la présence du C60 au niveau de la mito-
chondrie et son effet bénéfique dans ce compartiment cellulaire.
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- Fullerenes inhibit ex vivo activation of peanut allergic 
patient’s basophil 
 
- Expériences complémentaires sur une lignée de cellules 
mastocytaires de l’allergie 
 
- Effet du [60]fullerène et de ses dérivés sur la dégranu-
lation de basophiles humains purifiés et sur des cellules 
dendritiques humaines purifiées provenant de don-
neurs non allergiques (expériences complémentaires) 
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La réponse immunitaire possède de deux phases : la première phase est la reconnais-
sance de pathogène et la deuxième est la réaction adoptée à l’élimination de cette pathogène. 
Cette réponse se réalise sous 2 formes : inné et adaptative. La différence entre ces deux formes 
est la spécificité ainsi que la mémoire de la réponse adaptative. 
La première ligne de défense contre des infectants est les cellules phagocytiques tel que 
les mastocytes, macrophages et les neutrophiles poly-morphonucléaires. Ces cellules-là se lient 
aux microorganismes pour les internaliser et ensuite les éliminer. 
Les lymphocytes B (les cellules B) et les lymphocytes T (les cellules T), les catégories 
de leucocyte, sont des cellules impliquées dans la réponse immunitaire adaptative (secondaire). 
Les noms B et T indiquent l’emplacement de leurs différenciations selon leurs abréviations 
anglaises (bone marrow pour B et thymus pour T). Comme les autres cellules sanguines elles 
sont originaires des cellules souches situées dans la moelle osseuse. Lymphocytes B se diffé-
rencient dans la moelle osseuse tandis que les lymphocytes T dans le thymus. Ensuite elles se 
sont transportées par le sang vers les tissus lymphoïdes périphériques. Il existe plusieurs types 
de cellules T, T cytotoxique, T auxiliaire et T régulateur (108,191,192).  
Les lymphocytes T participent dans le développement des cellules B et la sécrétion des 
anticorps et aussi elles peuvent aider les cellules phagocytiques dans le processus d’élimination 
des pathogènes. Troisième type des lymphocytes T reconnaissent les cellules déjà infectées par 
le virus pour les détruire. Les lymphocytes T sont une source majeure de cytokines, les messa-
gers hormonaux responsables de la plupart des effets biologiques du système immunitaire. Ces 
cellules portent des récepteurs spécifiques à l'antigène sur leur surface cellulaire pour permettre 
la reconnaissance d'agents pathogènes étrangers. Ils peuvent également reconnaître les tissus 
normaux lors de maladies auto-immunes. Il existe deux principaux sous-ensembles de lympho-
cytes T, caractérisés par la présence de molécules de surface cellulaire appelées CD4 et CD8. 
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Les lymphocytes T exprimant CD4 sont également connus sous le nom de lymphocytes T auxi-
liaires, et ceux-ci sont considérés comme les producteurs de cytokines les plus productifs. Ce 
sous-ensemble peut être encore divisé en Th1 et Th2, et les cytokines produites sont appelées 
cytokines de type Th1 et de type Th2 (108,191,192). 
Les cytokines de type Th1 ont tendance à produire les réponses pro-inflammatoires qui 
sont les responsables de la destruction des parasites intracellulaires et de la perpétuation des 
réponses auto-immunes. L'interféron gamma est la principale cytokine Th1. Des réponses pro-
inflammatoires excessives peuvent entraîner des lésions tissulaires incontrôlées. Il faut donc 
prévoir un mécanisme pour y remédier. Les cytokines de type Th2 comprennent les interleu-
kines 4, 5 et 13, qui sont associées à la promotion des réponses IgE et éosinophiles dans l'atopie, 
ainsi qu'à l'interleukine 10, qui présente une réponse inflammatoire plus importante. En excès, 
les réponses Th2 contrecarrent l'action microbicide médiée par Th1. La condition optimale 
semble donc produire une réponse Th1 et Th2 bien équilibrée, adaptée au défi immunitaire. 
Les lymphocytes B possèdent d’énormément de récepteur avec la même spécificité sur 
leurs surfaces. Dès la liaison entre un antigène avec les récepteurs de lymphocyte B, celle-ci 
transporte l’antigène à l’intérieur par l’endocytose. Elle présente une partie (un fragment) de 
l’antigène sur la surface en associant avec le MHCII (major histocompatibility complex II) pour 
être reconnu par les récepteurs TCR (T cell receptor) de cellules T auxiliaires. Les cellules T 
auxiliaires ont un peptide CD4 sur leurs surfaces qui leurs permettent à reconnaître le MHCII 
de cellules B (ou toutes les autres cellules présentatrices de l’antigènes, APC,) associé avec le 
fragment de l’antigène. Après la reconnaissance de l’antigène et MHCII par les T auxiliaires, 
celle-ci induisent la différenciation des cellules B par les cytokines aux plasmocytes (durée de 
vie environ quelques jours) ou cellules mémoires (durée de vie quelques années). Les cellules 
B se multiplient pour produire une population cellulaire (clone) qui ont les récepteurs avec la 
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spécificité identique. Par la suite la réaction continue en produisant des anticorps par les plas-
mocytes. Les cellules mémoires circulent librement dans le sang, elle se différencie aux plas-
mocytes lors de deuxième contact avec la même structure d’antigène (Antigène : toute subs-
tance étrangère à l'organisme qui provoque une réponse immunitaire seule ou après la formation 
d'un complexe avec une molécule plus grosse (telle qu'une protéine) et capable de provoquer la 
production des anticorps et de se lier à un anticorps ou cellule T/B au cours de la réponse im-
munitaire) (108,191,192). 
  
Allergie 
 
L’allergie est une réaction d’hypersensibilité inadaptée et excessive du système immu-
nitaire. Les personnes atopiques sont génétiquement prédisposées à développer l’immunoglo-
buline E lors de contact avec un antigène (i.e., allergène) tandis que les personnes non-aller-
gique montrent une réponse de l’immunoglobuline G (193). Les patients allergiques souffrent 
des divers symptômes tel que la rhinite allergique, dermatite allergique, allergie alimentaire, 
l’asthme et choc anaphylactique (194). Après la sensibilisation, l’IgE se lie aux récepteurs de 
haute affinité (FcRI) qui se trouvent sur la surface des cellules immunitaires (tel que, baso-
philes, mastocytes, les cellules présentatrices de l’antigène et éosinophiles) (195,196). Lors de 
la liaison de l’allergène avec les IgE déjà attachés aux cellules (basophiles et mastocytes), le 
pontage des IgE conduit à la libération des médiateurs biologiques (tel que, histamine, leuko-
triens, cytokines, chemokines, b-hexosaminidase, etc.). Le pontage des IgE exige au minimum 
deux épitopes par allergène pour l’activation de la cellule immunitaire. Les médiateurs biolo-
giques libérés sont les responsables de l’inflammation (197,198).  
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Figure 26. Les deux phases (sensibilisation et dégranulation) concernant le mécanisme de la 
réaction allergique au niveau cellulaire. 
 
L’allergène pénétré est phagocyté par les cellules présentatrice de l’antigène tel que les 
macrophages et les cellules dendritiques, lesquelles à son tour présentent l’antigène aux cellules 
T CD4. Les cellules T CD4 se différencient aux cellules T auxiliaire (Th2), résultant la produc-
tion des interleukines (IL) IL-4, IL-5 et IL-13. Ces cytokines provoquent l’activation et la pro-
lifération des cellules B ainsi que les éosinophiles, menant à la production des IgE spécifique 
de l’antigène par les cellules B. L’IgE peut se lier aux récepteurs de haute affinité (FcRI) 
situant sur la surface des mastocytes et des basophiles et faire le pontage lors de la re-pénétration 
de l’antigène. Le pontage des IgE en raison de l’interaction entre l’IgE et l’allergène mène à la 
libération des médiateurs (tel que l’histamine, la sérotonine, la protéase (tryptase, chymase), le 
facteur d'activation plaquettaire (ou PAF), les prostaglandines, les leucotriènes, les cytokines 
(tel que TNF-a, IL-1, IL-4, IL-5, IL-13), des composées vasodilatateurs, l’héparine et l’anticoa-
gulant, Figure 25) qui causent les symptômes allergéniques et une inflammation dans le site 
infecté (199,200). 
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Il existe plusieurs sources allergéniques. Les sources allergéniques couramment con-
nues sont les plantes (tel que : grains de pollen d’arbre, de graminées, d’herbacées), champi-
gnons (tel que moisissures, ...), médicaments (comme : pénicilline, aspirine, anesthésiques, ...), 
animal (mammifère: chat, chien, cheval, rat, souris, ...), insectes (tel que : blatte, venin d’abeille, 
de guêpe et de fourmi, ...), arachnides (acariens de la poussière de maison, ...), aliments (tel 
que : œufs, lait, poisson, fruits de mer, viande, fruits, carottes, céleri, céréales, noix, arachide, 
...)Les sources allergéniques contiennent les substances qui peuvent causer une réaction aller-
gique lors d’une injection, ingestion, inhalation ou un contact cutané.  (108,191,192).  
 
Basophiles et mastocytes 
 
En microscopie optique, les mastocytes apparaissent ronds, fusiformes ou en étoile se-
lon qu’ils sont ou non adhérents (201). Leur taille varie entre 9 et 30 µm et leur noyau ovale est 
souvent repoussé à l’une des extrémités par la masse imposante de granules cytoplasmiques qui 
occupent la moitié du volume cellulaire. Les granules mastocytaires présentent la particularité 
de modifier la teinte des colorants basiques (202,203). 
Bien que les basophiles constituent moins de 1% des leucocytes du sang périphérique, 
une nouvelle compréhension de la biologie des basophiles démontre à quel point ils sont puis-
sants à la fois pour les fonctions effectrices et pour la régulation immunitaire. Historiquement, 
les basophiles étaient principalement associés à des réactions d'hypersensibilité immédiates, 
basées sur l'expression à la surface cellulaire du récepteur IgE de haute affinité (FcƐRI) et la 
libération d'histamine et d'autres médiateurs atopiques lors de la cross-linking des récepteurs 
FcƐRI (204–206). Cependant, cette perception de la fonctionnalité limitée de basophile est en 
train de changer dramatiquement, avec des preuves de leur expression de nombreux récepteurs 
cellulaires. Une fois que ces récepteurs sont ligaturés, sont capables d’activer les basophiles 
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pour produire des cytokines qui favorisent et régulent les réponses immunitaires adaptatives de 
type Th2. Cette fonction rendent les basophiles mécaniquement importantes dans les réactions 
d'hypersensibilité en phase tardive et les réactions d'hypersensibilité retardée, ainsi que dans les 
réactions d'hypersensibilité immédiate (149,204,206–227).  
Les basophiles sont des dérivés des progénitures hématopoïétiques myéloïdes CD34+ 
dans la moelle osseuse, qui peuvent être distingués phénotypiquement et fonctionnellement des 
autres leucocytes, y compris les mastocytes. Bien que les basophiles et les mastocytes partagent 
de nombreuses caractéristiques, les mastocytes résident dans les tissus, tandis que les basophiles 
résident dans la circulation et peuvent être recrutés dans les tissus (208,218,219,224,228). Une 
distinction essentielle des mastocytes est l'absence de l’expression de CD117 par les basophiles 
et une forte expression de CD123 par les basophiles (229). La dérivation in vitro des mastocytes 
se produit lorsque les cellules CD34+ sont cultivées avec le facteur de croissance des cellules 
souches (SCF, le ligand pour CD117) et IL-6 (230), tandis que la dérivation in vitro des baso-
philes se produit lorsque les cellules CD34+ sont cultivées avec l'IL-3 en l'absence de SCF 
(220,229–231). In vivo, les basophiles pénètrent dans la circulation avec un phénotype mature 
et survivent environ 5 jours (205,221). 
Les basophiles et les mastocytes peuvent servir d’intermédiaire dans les réponses im-
munes adaptatifs par leurs récepteurs de haute affinité d’IgE (FcRI). Elles ont des granules 
sécrétoires cytoplasmiques préformés qui contiennent des réserves de l’histamine et la séroto-
nine. Les mastocytes contiennent aussi de variété de protéases qui ne sont activent qu’en même 
temps que leur libération. Elles peuvent libérer des quantités substantielles de leurs contenus 
vésiculeux lors d’un événement stimulant par fusionnement des membranes vésiculaires avec 
la membrane plasmatique pour former des canaux (exocytose), ce processus assure un maxi-
mum effet biologique. Ce dernier provoque une grande partie des symptômes associés à une 
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maladie allergique aiguë et chronique. L’allergie est également couplée à la sécrétion de cyto-
kines stockées dans les granules (exemple : TNF) et ainsi à la capacité des mastocytes à générer 
une réaction tardive (phase tardive), en produisant des prostaglandines, des leucotriènes et des 
cytokines inflammatoires et immuno-régulatrices (208,218–220,224,228–231). 
La caractérisation du développement des mastocytes et des basophiles nous permet 
d’établir de meilleurs protocoles pour étudier ces cellules in vitro. L’étude sur ces cellules sont 
difficiles à effectuer, à cause de nombre très faible de basophiles dans le sang ce qui nécessitant 
des prélèvements de volumes importants de sang pour réaliser l’étude. De même, la maturation 
complète des mastocytes se situe dans les tissus et les mastocytes matures ne se trouvent donc 
pas dans le sang circulant. Par conséquence, les lignées cellulaires établies ou des mastocytes 
différenciés in vitro à partir de cellules progénitrices (c’est-à-dire du sang de cordon, de la 
moelle osseuse) sont utilisées généralement. Pour pallier les problèmes pratiques et éthiques, 
les recherches se réalisent sur des lignées cellulaires immortalisées pour les études in vitro. Ces 
lignées cellulaires sont des cellules RBL 2H3 (Rat basophile leukemia cell line, mastocytes de 
rat) wild type et humanisées, c’est-à-dire transfectées avec le FcεRI humain. Cette lignée a été 
établie à partir d’une tumeur solide de rat (232,233) et a ensuite été sous-clonée afin d’établir 
des clones capable de dégranuler en réponse à une stimulation IgE-dépendante tels que le clone 
2H3 (234–236). Ces cellules peuvent être sensibilisées passivement avec l’IgE puis activées 
par les allergènes. Les cellules de la lignée RBL-2H3 possèdent les caractéristiques des masto-
cytes de type muqueux et expriment à leur surface le récepteur de haute affinité pour les IgE 
(237,238). Les travaux sur les cellules RBL ont montré que la stimulation par le récepteur IgE 
de haute affinité induit la production de ROS qui régulent diverses réponses MC, y compris la 
dégranulation, la sécrétion de leucotriènes et la production de cytokines (239). Inversement, les 
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antioxydants qui atténuent les ROS intracellulaires chez les MC de rongeurs inhibent la dégra-
nulation (240). Le maintien et la multiplication de ces cellules en culture sont relativement ai-
sés.  
Pour réaliser les études ex vivo sur les basophiles, les cellules doivent être fraîchement 
prélevés afin d’obtenir une bonne sensibilité.  
 
Anticorps 
 
Les anticorps sont des glycoprotéines sur la surface des lymphocytes B et aussi sécrétées 
par les cellules plasmocytes qui sont les dérivées des lymphocytes B. L’immunoglobuline est 
formée de deux chaînes lourdes identiques liées par les ponts disulfures et aussi deux chaînes 
légères identiques, chacune liées à l’une des chaînes lourdes par les ponts disulfures.  L’immu-
noglobuline E est l’anticorps impliquées dans l’allergie. Elle se présente souvent en forme ‘’Y’’ 
dont contient deux paratopes spécifique pour le même épitope. La molécule d’immunoglobu-
line s’est composée de deux régions ‘’Fab’’ identiques (antigen-binding fragment) et d’une 
région ‘’Fc’’ (cristallisable fragment). L’immunoglobuline s’est composé de deux chaînes 
lourdes et légères dont chacune de ces deux chaînes possède de régions constants (3 ou 4 pour 
les chaînes lourdes et 1 pour la chaîne légère) et des régions variables. Les régions constantes 
de la chaîne lourde définit l’isotype ou la classe d’immunoglobuline. Chez les mammifères, il 
existe cinq catégories d’immunoglobulines (IgG, IgM, IgA, IgD, IgE) qui ont les différents 
types de chaînes lourdes (µ, δ, ε, α (deux sous unités) et γ (quatre sous unités)) et deux catégories 
de chaînes légères κ et λ. L’enchaînement et l’ordre des acides aminés de la région constante 
est identique pour chacune des classes ou sous classes d’une immunoglobuline (108,191,192).  
Les chaînes légères possède d’un seul domaine constant et les chaînes lourdes possède 
de trois domaines constantes (ex : IgG, IgA, IgD) ou quatre (ex : IgM et IgE). En revanche, les 
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régions variables de chaque chaîne sont des propriétés particulières de chacune et ils se situent 
vers les N-terminale. Il existe une région de charnière flexible entre les deux premiers domaines 
de la région constante de chaînes lourdes qui permet la variation de distance entre les deux 
«antigen-binding sites». Dans les IgM et IgE, cette région de charnière n’existe pas (Figure 26).  
La reconnaissance des anticorps s’effectue par les N-terminal de chaque fragment Fab, 
la partie ou il est entre des domaines variables des chaînes lourdes et légères. Le fragment ‘’Fc’’ 
se lie les anticorps avec les cellules et stimule ces activités ou se lie avec le complément dont 
résulte l’activation du complément (108,191,192).  
 
Figure 27. Immunoglobuline. L’immunoglobuline est formée de deux chaînes lourdes iden-
tiques et aussi deux chaînes légères identiques, chacune liées à l’une des chaînes lourdes par 
les ponts disulfures. L’immunoglobuline s’est composée de deux régions identiques « antigen-
binding fragmen » : Fab et d’une région « cristallisable fragment » : Fc. (108,191) 
 
Les paratopes (antigen-binding sites) sont les structures spécifiques des anticorps qui 
reconnaissent les épitopes des antigènes qui sont situées entre les domaine variables de la chaîne 
lourde et légère du fragment Fab. Dans chacun des cadres de régions variables, il existe trois 
régions hypervariables. La partie CDR (complementary determinig region), dans laquelle les 
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trois régions hypervariables de chaînes lourdes et légères sont face à face les uns aux autres, est 
la partie qui détermine la spécificité de paratope (108,191,192,241). 
Il existe 3 types de l’anticorps. L’anticorps monoclonale, polyclonaux et recombinant. 
L’anticorps existant dans un sérum, in vivo, sont toujours polyclonaux. Les anticorps polyclo-
naux sont obtenus par l’immunisation des animaux tel que souris, rat, lapin, singe et etc. Durant 
cette action les lymphocytes B sont mobilisées pour être spécifique pour les structures particu-
lières d’un antigène. Les différents épitopes de l’antigène suscitent la prolifération de plusieurs 
clones de lymphocyte B et par la suite la production des anticorps dont s’appelle polyclonaux 
(108,191,192,241).  
L’anticorps monoclonale est le résultat de l’isolement d’un clone de lymphocyte B en 
utilisant les techniques biologiques. Les anticorps monoclonaux ont la même spécificité et la 
même affinité pour le même épitope. Pour avoir l’anticorps monoclonale, l’animal est immu-
nisé. Le lymphocyte de rate de l’animal est fusionné avec les cellules myélome. Le résultat est 
la ligné cellulaire hybridome qui se multiplie indéfiniment et produit les anticorps. Pour obtenir 
l’anticorps il existe deux choix. Première est de faire la culture cellulaire de cellules hybridome 
pour obtenir un surnageant contenant l’anticorps. Deuxième est de faire une injection intrapé-
ritonéal dans la souris nues (pour ne pas avoir la refus) pour obtenir le liquide (ascite) qui con-
tient plus de 10 mg/mL d’anticorps (108,191,192,241). 
 
Fullerènes et Allergie 
 
Plusieurs études ont proposé des effets antiallergiques des fullerènes tel que l’inhibition 
de la dégranulation des mastocytes humains et des basophiles du sang périphérique (41), l’in-
hibition de l’inflammation des voies respiratoires chez les souris, la diminution de taux sérique 
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d’IgE et des cytokines inflammatoires (115), l’inhibition de la libération des médiateurs d’in-
flammatoire des mastocytes pulmonaires (116), l’inhibition de la dégranulation et la production 
des cytokines dans les mastocytes de la peau humaine et dans les basophiles, et sur l’anaphy-
laxie in vivo chez les souris (117). Cet effet inhibiteur est égale voir plus important que les 
autres antioxydants bien connus comme la vitamine D, la vitamine C, la vitamine B et la di-
sodium chromoglycate (antihistaminique) qui ont déjà démontré un rôle inhibiteur dans la ré-
ponse allergique (tableau ci-dessous).  
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  Mode d'action Dose 
Inhibition de la dégranulation 
moyenne 
Références 
Antioxydant 
Acide ascorbique 
(Vit C) 
Agent réducteur et 
antioxydant 
2,9 x 10-2M 
Inhibition de la libération de 
l'histamine : 35% 
(242) 
Pyridoxine        
(Vit B6) 
8 x 10-3 M 
Inhibition de la libération de 
l'histamine : 77% 
(242) 
Vit D3 
Liaison de la Vit D3 
avec le VDR (=effet 
régulateur) 
10-6 et 10-8 M 
Inhibition de la libération de 
l'histamine : 34% 
Diminution de la production 
de TNF- : 41% 
(243) 
Oxydant H2O2 
Inhibe le canal d'af-
flux de calcium 
500 µM 
Inhibition de la dégranulation 
(-hexosaminidase: médiateur 
préformé) : 50% 
Diminution de la production 
de TNF-newly synthesised 
: 85% 
(244) 
Anti- 
histaminique 
Disodium chromo-
glycate 
Blocage de la liaison 
histamine/récepteur 
2,0 x 10-4 M 
Inhibition de la libération de 
l'histamine : 65% 
(242) 
Hydroxyzine Pas connue 
25 mg  
(tablets) 
Diminution de la libération de 
l'histamine : 65% 
(245) 
Cetirizine 
Pas liée avec la liai-
son histamine/récep-
teur 
0,075-0,193 
ng/mL 
Inhibition du métabolisme de 
l'acide arachidonique (PGD2 
production) : 50% 
(246) 
Anti inflam-
matoire non-
stéroïdiens 
(AINS) 
Acétaminophène 
Inhiber la voie duni-
tric oxide (NO), in-
hibition de la syn-
thèse des prosta-
glandines  
1000 µM 
Diminution de la libération de 
l'histamine : 12% 
(247) 
Ibuprofène 
Inhibiteur de la cy-
clooxygenase et de la 
synthèse de prosta-
glandine et de 
thromboxanes 
10 µM 
Diminution de la libération de 
l'histamine : 8% 
(247) 
Indométacine Inhibiteur de la cy-
clooxygenase-2 et de 
la synthèse de pros-
taglandine 
3 mg/kg b.wt  
Diminution de la production 
de TNF- : 24% 
(248) 
Indométacine 1000 µM 
Diminution de la libération de 
l'histamine : 28% 
(247) 
Anti-inflam-
matoire, An-
tioxydant, an-
tiallergique 
Tanshinone IIA 
(Tan IIA) 
Tan IIA active Sirt1 
et donc LKB1-
AMPK (=amortit la 
signalisation de 
FcεRI) 
10 µM 
Inhibition de la dégranulation: 
50% 
Diminution de la production 
de TNF- : 74% 
(249) 
Antibiotique Furaltadone 
Inhibition de l'acti-
vation de Syk 
10 µM 
Inhibition de la dégranulation: 
73% 
Diminution de la production 
de TNF- : 95% 
(250) 
 
La stimulation par le récepteur IgE de haute affinité des mastocytes et des basophiles 
conduit à la dégranulations des médiateurs inflammatoires tel que l’histamine, les enzymes 
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comme protéase,  les leucotriènes, les cytokines comme TNF- (tumor necrosis factor) et IL-
17 ce qui induit la production des espèces réactives de l’oxygène (ROS) (239,251). Ces com-
posés pro-inflammatoires, libérés par les mastocytes et les basophiles activés, permettent une 
meilleure adhésion et migration des leucocytes au site inflammatoire. En particulier, le TNF- 
favorise la migration des leucocytes et joue également un rôle dans la production de ROS et 
contribue ainsi au déséquilibre de l'homéostasie redox des cellules impliquées (252,253). Or, 
l'élimination des ROS et des radicaux libres est l'un des mécanismes par lesquels l'inflammation 
peut être contrôlée et les antioxydants qui atténuent les ROS peuvent inhiber la dégranulation 
des mastocytes (240,254,255). 
Nous avons donc étudié l’effets des fullerènes sur la réponse allergique dans différents 
modèles in vitro et ex vivo dans cette partie de travail en utilisant les cellules mastocytaire de 
Rat (RBL-2H3) et les macrophages (RAW 264.7), comme contrôle, pour l’étude in vitro et les 
basophiles du sang des patients allergiques et les donneurs non-allergiques pour l’étude ex vivo. 
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Abstract:  
Since its discovery, many studies demonstrated that [60]fullerene (C60) and its derivatives have 
various applications in several fields including the biomedical field. Because of its 30 double 
bonds, the 60-carbon cage was shown to exhibit free radical scavenging properties. Since al-
lergy is accompanied by inflammation and oxidative stress, we have evaluated the capacity of 
C60, and some of its derivatives to interfere in vitro and ex vivo with the activation of cells 
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involved in allergic response: mast cells and basophiles. Four different soluble fullerene deriv-
atives were compared: [60]fullerene serinol malonate, dendro[60]fullerene, fullerol and -cy-
clodextrin[60]fullerene in addition to pristine [60]fullerene. Derivatives were not toxic in vitro 
except -cyclodextrin[60]fullerene at high concentration (>1µM). We showed that the IgE-de-
pendent and independent mediator release from the mast cell-related cell line RBL-2H3 was 
significantly inhibited at nanomolar range with dendro[60]fullerene. Then, by monitoring the 
expression of the degranulation markers CD63 and CD203c in a leveraged basophile activation 
test, the same derivative, dendro[60]fullerene, was found to be the most efficient in inhibiting 
the FcRI-dependent activation of basophiles from peanut allergic patients while [60]fullerene 
serinol malonate and fullerol were also inhibitory but to a lesser extent. In consequence, our 
data show that water-soluble C60 derivatives, negatively interfere with a mechanism which is at 
the basis of the allergy disorder, namely the activation of basophiles assayed under natural con-
ditions. 
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1. INTRODUCTION 
Fullerene the third allotrope of carbon is an all carbon cage-like molecule. The name « fuller-
ene » was given to this family of molecules because of the geodesic domes designed and built 
by Buckminster Fuller (1,2). The name « Buckyball » or « Buckminsterfullerene » was given 
specifically to the [60]fullerene, the most stable member of this family of molecules and the 
most abundant in heated carbon ring derived soot (3). [60]fullerene molecule forms a very small 
nanostructure with 0.71 nm in diameter of high symmetry (icosahedral structure). Due to the 
stability and simplicity of [60]fullerene molecule compared to other fullerenes, most studies 
have focused on the properties of the latter leading to various applications (4), such as enzyme 
inhibition (5,6), cytoprotective (7), anti-apoptotic (8), anti-cancer (9-11), anti-microbial (12), 
anti-viral (13,14) and anti-oxidant activities (15-20). The fullerenes were also used as gene 
transfection vehicle and contrast agents for magnetic resonance imaging as well as in photody-
namic and osteoporosis therapy (4,21). 
Their biological in vitro applications are however restricted by their poor solubility in 
polar solvent and a trend to aggregate in aqueous solution. To circumvent this inconvenience, 
because of their 30 conjugated C-C double bonds, fullerenes can be chemically grafted with a 
wide variety of derivatives harboring different physicochemical and pharmacological properties 
(3,19, 22-27). One of the interesting characteristic of fullerenes is due to its unique cage struc-
ture conferring to the nanoparticle a potent free radical scavenger property (15-19,27,28). Free 
radicals can cause oxidative stress and tissue damage and are involved in inflammatory pro-
cesses present in various diseases. Inflammation is a crucial component in asthma and allergic 
disorders (29,30) where mast cells in tissues and basophils in peripheral blood circulation are 
pivotal cellular elements. These cells bear on their surface allergen specific IgE bound to the 
high affinity receptor I (FcRI) for IgE. The introduction of the allergens activates the cells 
which release in the environment several mediators of immune and inflammatory responses 
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such biogenic amines (histamine), enzymes (tryptase, chymase, -hexosaminidase…), pep-
tides, cytokines (Il-4, Il-6, TNF, …), chemokines, growth factors, eicosanoids and proteogly-
cans responsible for the observed symptoms (31). These mediators are able to induce inflam-
matory mechanism, particularly, TNF- has been demonstrated to promote trans endothelial 
leukocyte migration by upregulation of vascular cell adhesion molecules (32,33). TNF- also 
mediates ROS production and thus contributes to the imbalance in redox homeostasis of con-
tributor cells. In this way, elimination of ROS and free radicals is one of the mechanism by 
which inflammation can be controlled (34).  
Fullerenes were indeed shown to beneficially interfere with some in vivo inflammatory 
mechanisms which take place in animal models of ischemia (35), arthritis (36), multiple scle-
rosis (37), neurodegenerative diseases (38,39), ulcerative colitis (40) or atopic dermatitis (41). 
Even in allergy some reports showed a beneficial effect on isolated cells or in vivo (42).  
 To gain insight into the effect of fullerenes on the cells involved in allergy within their 
natural molecular and cellular human allergic environment [60]fullerenes as well as various 
derivatives were tested ex vivo for their ability to impact the blood basophil activation of peanut 
allergic patient. Viability, cell growth and mediator release of a rat mast cell line were also 
studied after in vitro treatment by fullerenes and the various derivatives fullerol, dendro[60]full-
erene, [60]fullerene, serinol malonate and -cyclodextrin[60]fullerene. 
 
2. MATERIAL AND METHOD 
2.1- [60]fullerene and fullerenes derivatives 
Forasmuch, as the very low solubility of [60]fullerene in biological environment, we used mono 
and poly functionalized water soluble fullerene derivatives. For this study, the [60]fullerene 
was solubilized in PBS using multidimensional grinder as described above and its purity was 
evaluated at 99.9% (43). [60]Fullerene-serinol-malonate (C60-ser) provided from Wilson LJ 
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(Rice University, Houston, Texas, USA), (C66(CONHCH(CH2OH)2)12 ), with 6 functionalized 
groups which allowing its perfect solubilization in water, stable for several months, was also 
used (44). The mono adduct dendro[60]fullerene provided from Hirsch A (Erlangen-Nürnberg 
University, Germany) is also highly water soluble due to the presence of 18 carboxyl groups 
(24).and 
(256)(256)(258)(257)(257)(256)(255)(254)(253)(252)(251)(250)(250)(250)(250)(249)(249)fu
llerol (poly-hydroxylated fullerene, C60(OH)n ) (Dade Carbon Nanotechnology Co, Suzhou, 
China) is a biocompatible water-soluble fullerene thanks to its abundant hydroxyl groups were 
used in these experiments. Moreover, -cyclodextrin[60]fullerene (CD-fullerene) provided 
from Zhang Y (Paris, France) present a high solubility in water because of its -cyclodextrin 
groups which permit its use in biology (45,46). 
2.2- Cell cultures 
The rat basophilic leukemia mast cell (RBL-2H3) cell lines (47) was a gift from Dr U. Blank 
(Inserm, Unité E-0225, faculté de médecine Xavier-Bichat, Paris, France) had been used in this 
work. These cells were grown with Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Lonza Bi-
osciences, Walkersville, USA) with 4.5 g/L glucose and L-glutamine with 10% fetal bovine 
serum (FBS) (Biowest, Nuaillé, France), 1% penicillin/streptomycin (Gibco, Grand Island, NY, 
USA) in non-pyrogenic 25-cm2 culture flask (Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, Ger-
many). Cell culture was performed in an oven at 37°C with 5% CO2. The cells are cultured in 
medium which is changed every 3 days and they are divided twice a week using a trypsin-
EDTA solution (solution 10x). All media and buffers used were sterile filtered using 0.2µm 
filter (Minisart, Sartorius Stedim, Goettingen, Germany). The cells macrophage-like cell line, 
RAW264.7 cells derived from Balb/c mice, were cultured in the same conditions as described 
above. 
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2.3- Cell viability using MTT reduction assay 
Cell viability was assessed using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide (MTT, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) according to Hansen et al, three replicate 
for each exposure concentration of fullerenes was examined (48). MTT dissolved in phosphate 
buffered saline, (PBS, pH=7.4) at concentration of 5 mg/mL and sterilized using a 0.2 µm filter 
and stored at 4°C in the dark. In a first step, cells were plated in 96-well plate culture and 
incubated without or with fullerenes during 18h or 72h. Then, the supernatant replaced by fresh 
culture medium and cells were incubated with MTT (1 mg/mL, final concentration), for 4 hours 
in cell incubator. MTT formazan crystals, which appear on the surface of the cells, are observed 
under an optical microscope at different time intervals. The cells exhibiting the blue-violet 
formazan crystals considered as reactive cells. The formazan crystals were dissolved with 
100µL of extraction buffer (sodium dodecyl sulfate and N, N-dimethyl-formamide). The ab-
sorbance was measured at 540 nm with ELISA plate apparatus (Multiskan, Labsystems, 
Thermo Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette, France). The percentage of living cells is deter-
mined: the average OD of the blank control wells without cells subtracted from the average OD 
of the wells containing cells. Results correspond to the mean values and standard deviation 
(SD) from at least three different experiments in triplicate (49). 
2.4-hexosaminidase release assay  
RBL-2H3 cell line has a robust degranulation in the presence of related-allergen (50). The cells 
routinely cultured (50,000 cells per well) as described above, in 96-well tissue culture plate 
(Maxisorb, Nunc, Roskilde, Denmark) an they attached to the surface after 2-3 hours. Cells 
passively sensitized with mouse ascites containing anti-dinitrophenyl (DNP) IgE (1/100 dilu-
tion) were incubated without or with fullerenes (18h at 37°C in 5% CO2). The cell layer was 
then washed with PBS and Tyrode’s buffer (20 mM HEPES, 137 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM 
MgCl2, 1.8 mM CaCl2, 5.6 mM glucose, 0.5 mg/mL BSA, 35%, at pH 7.4). The activation test 
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was then performed as described by Blanc et al (51). Briefly, RBL-2H3 cells were stimulated 
by adding DNP-HSA (500 ng/mL in Tyrode’s buffer) for 45 min in cell incubator. The release 
of mediators was monitored using the -hexosaminidase assay as described by Roa et al (52,53). 
Negative control cells received only Tyrode’s buffer an total -hexosaminidase (100% release) 
was obtained by adding 0.5% Triton X-100 in Tyrode’s buffer on cells. The results are expressed 
as a percentage of the release of the enzyme minus the spontaneous release divided by the total 
release minus the spontaneous release. A preliminary study of releasef-hexosaminidase was 
performed with different allergen concentrations allows to choose the appropriate concentra-
tion. The activation test using an anti-IgE as a positive reference and a control of non-specific 
degranulation was performed in parallel.  
2.5- Calcium ionophore assay 
Non-IgE/FcRI mediated stimulation was performed by using A23187 calcium ionophore 
(C29H37N3O6) for shuttling the calcium across the RBL-2H3 cell membrane directly, which al-
low to bypass the routine degranulation steps prior to the calcium influx and tracing the mech-
anism of the effects of fullerenes. One mg of calcium ionophore powder was dissolved in 2 mL 
of dimethyl sulfoxide (DMSO) and stored at -20°C. The experiments were carried out at the 
final concentration of 4µM.  
2.6- Pollen and peanut allergic patients  
The sera from patient allergic to grass and cypress pollen correspond to the residues of biolog-
ical analysis laboratories for diagnosis of allergy and until their use; they kept at -20 °C. Peanut 
allergic patient (PAP) were selected based on a positive peanut extract assay using fluorescence 
enzyme immunoassay (ImmununoCAP ®, Thermo Fisher Scientific-Phadia, Villebon, France) 
using an immunoCAP 2500 apparatus, according to the manufacturer’s recommendations with 
a detection limit set at 0.10 kU.L-1 (Tableau 1, Serum IgE). Basophil activation test (BAT) was 
performed on bloods from the PAPs and peanut extract was used as allergenic source to study 
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the basophil degranulation (51). An informed consent was obtained, at the time of the visit of 
patient to allergy clinic in agreement with institutional board review of pneumology-allergology 
department. 
2.7- Peanut and pollen extracts 
Fifty mg of delipidated peanut (Arachis hypogaea) flour were extracted with 500 µL of PBS 
using a multidimensional grinder FastPrep 24 (MP-Biomedicals, Illkirch, France) for 40 sec at 
6 m/sec using matrix C (1 mm diameter silica beads) in 2 mL tubes (54). After centrifugation, 
(18,000 g at 4°C, 20 min) supernatants were recovered and the protein concentration was about 
40 mg/mL for peanut extract. Pollen Dactylis glomerata and Cupressus sempervirens extracts 
were performed according to (55,56) respectively. 
2-8- Basophil activation test (BAT) 
Ex vivo activation of basophils from PAP was performed by flow cytometry-based BAT (pro-
totype reagents, Beckman Coulter, Marseille, France). EDTA anti-coagulated whole blood was 
incubated without or with fullerenes during 1 hour at 37°C. Then mixed with Duraclone rea-
gents (57), activation buffer, peanut extract and further incubated at 37°C for 15 min. Only one 
optimal concentration (20 ng/mL) of peanut extract, prepared in activation solution, was used. 
After incubation, red blood cells were lysed using OptiLyse C lysis solution containing 1.5% 
formaldehyde and further analyzed on a 13-color Cytoflex flow cytometer (Beckman Coulter, 
Miami, USA). Basophils were gated as CD45+, CD3-, low SS, CRTH2+ cells and activation 
level was characterized by monitoring the expression of CD203c and CD63. Positive control 
were performed to an anti-IgE stimulation to verify the ability of basophils to be activated ex 
vivo. Percentages of basophil expressing CD203c and/or CD63 activation markers are stand-
ardized according to peanut extract activation without fullerene (100% activation) subtracted 
with negative control (no allergen, 0% activation). 
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2.9. SDS-PAGE electrophoresis and immunoblotting 
Proteins were separated in unreduced conditions in one-dimensional gel electrophoresis (1-DE) 
SDS-PAGE in 8-18% gradient polyacrylamide gel (ExcelGel, GE Healthcare, Uppsala, Swe-
den) on a flat-bed electrophoretic chamber (Multiphor II, GE Healthcare) at 12°C. Molecular 
mass (Mr) markers (GE Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom) ranging from 14.4 to 94 
kDa were used as comparative references. Separated proteins were then either electro-trans-
ferred onto a 0.2 µm cyanogen bromide activated nitrocellulose (NCa) membrane (Opti-
tran®BA-S 83, Schleicher and Schuell, Dassel, Germany) for immunoblotting assays or silver 
stained for protein detection. To analyze the effect of [60]fullerene on IgE or IgG reactivity 
against allergens or antigens from pollen extracts, the immunoblotting was performed as de-
scribed in Shahali et al (56) in absence and presence of different concentrations of fullerene (0, 
2, 10 and 50 µg/mL). Briefly, NCa membrane cut in 2.5 mm wide strips for SDS-PAGE 1-DE 
screening were incubated with either individual serum from grass pollen allergic patients (1:10 
dilution) or a pool  of cypress pollen (40µL of each serum from 15 cypress pollen allergic 
patients) allergic patient sera (dilutions 1:10 for IgE and 1:50 for IgG). Incubation was per-
formed i: in presence of fullerene (simultaneous) or ii: first incubation with fullerene (1h) and 
after the pool of sera was added (sequential). Then after, alkaline phosphatase conjugated goat 
anti-human IgE or anti-human IgG specific antibodies (Sigma-Aldrich) diluted 1:700 and 
1:20,000 respectively, were incubated 2-hours (56). For each immunoblot analysis, no serum 
(PBS) and a serum from a healthy individual (non-atopic and non-allergic) used as negative 
control without or with fullerene.  
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3. RESULTS 
3.1- Fullerenes do not modify allergens and do not interfere with al-
lergen-IgE binding 
Since the aim of the study was the impact of fullerenes on allergic sensitization, the very 
first step was to evaluate the potential interaction of fullerenes with allergenic sources. No effect 
on proteins extracted in presence of fullerenes from two well-known and potent pollen aller-
genic sources, orchard and cypress, were observed, neither on the yield nor on physico-chemi-
cal modifications (relative molecular masses or isoelectric points) (data not shown). As well, 
fullerenes had no major effect on the IgE/allergens or IgG/antigens binding since no competi-
tive inhibition was observed in western blot experiments using cypress pollen proteins and hu-
man sera from cypress allergic patients (figure 1). The same results were obtained with grass 
pollen allergens and grass allergic patients (data not shown).  
3.2- Toxicity of fullerene is derivative- and cell line-dependent. 
Since no impact was observed at molecular level, the potential effect of fullerenes was 
studied at cellular level. A pretreatment up to 72 h of RBL-2H3, a rat mast cell line (Figure 2, 
a and b) or RAW 264.7, a mouse macrophage cell line (Figure 2, c and d), with varying con-
centrations of fullerol, C60-serinol or [60]fullerene up to 10,000 nM did not demonstrate any 
significant changes in cell numbers or viability (Figure 2, b and d). High concentrations of CD 
fullerene (between 1,000 and 10,000 nM) were toxic for both cell types after 18h of treatment 
(Figure 2, a and c). and RAW 264.7 was more sensitive to high concentrations of 
dendro[60]fullerene than RBL-2H3 cells which are not affected by the presence of this fullerene 
derivative at the concentration of 1,000 nM. These results suggest that the toxicity of derivatives 
is dependant of the cell type and that in our culture conditions an overnight treatment is suffi-
cient to assess the toxicity of the various derivatives.  
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3.3- Inhibition of IgE dependent and independent activation of RBL 2H3 is derivative-
dependent 
We next investigated the effects of fullerenes on IgE-dependent mediator release from stimu-
lated RBL-2H3. The cells were sensitized for 18 h with anti-DNP IgE in the absence or presence 
of varying concentrations of fullerenes, then activated with DNP-HSA (Figure 3 a). Fullerenes 
alone, with no IgE and no DNP-HSA, did not induce cell -hexosaminidase release. However, 
when cells were incubated with fullerenes before activation with optimal concentration of DNP-
HSA, there was a significant inhibition of degranulation as compared with cells incubated with-
out fullerenes. Fullerol and dendro[60]fullerene inhibits the IgE dependent degranulation with 
an optimal inhibition of 45 % and 25 %, respectively (Figure 3 a). For [60]fullerene, C60-serinol 
and CD fullerene a weak inhibition (between 5 to 10%) was observed with high concentrations 
(100 to 10,000 nM) (Figure 3 a). For CD fullerene, the decrease in degranulation observed may 
be due to the toxicity of this molecule at concentration of 1000nM (Figure 2, a-b). 
Inhibitions of -hexosaminidase release were also observed with a non-IgE-mediated stimula-
tion using calcium ionophore A23187 (Figure 3 b). Although the profiles of curves are either 
bell-shape with dendro[60]fullerene, C60-serinol and fullerol or bimodal with [60]fullerene the 
dendro[60]fullerene and fullerol exhibited a higher inhibitory effect, 25 to 15 %, respectively, 
than C60-serinol (13%), CD fullerene (3%) and [60]fullerene (10%) (Figure 3 b). For 
dendro[60]fullerene the percentages of inhibition are similar for the 2 types of degranulation 
studied, IgE-dependent and non IgE dependent activation (Figure 3 a).  
3.4. Inhibition of IgE dependent activation of human basophile is pa-
tient- and derivative-dependent 
To assess the effects of fullerenes in an experimental design where cells are close to physiolog-
ical conditions, i.e. with all cells and molecules from total blood, basophils from allergic pa-
tients were ex vivo activated with allergen source (P1-4) or anti-IgE (P5).  
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Cellular activation was evaluated by flow cytometry by monitoring the expression of the marker 
CD63 and the over expression of CD203c exclusively on basophiles gated as CD45+, CD3-, 
low SSC, CRTH2+ and CD203c+ cells. Percentages of activated basophils with no inhibitors 
are shown in table 1. Despite differences in peanut specific serum IgE contents, all allergic 
patients (P1-4) are able to degranulate in presence of peanut extract as assessed by the expres-
sion of CD63 and CD203c in the optimized BAT used (table 1).  
Inhibition of basophile activation was evaluated after 1 h pre-incubation of whole blood with 
fullerenes derivatives or [60]fullerene at varying concentrations, followed by the addition of an 
optimal concentration of peanut extract as allergen source (P1-4) or anti-IgE (P5).  
Percent inhibition are depicted in figure 4 a-j. Basophils from patient 1 (Figure 4 a-b) showed 
about 25% inhibition of expression level of CD63 and CD203c with dendro[60]fullerene and 
the inhibition level obtained with fullerol was weaker (about 18% for CD63 and 8% for 
CD203c). Patient 2 (Figure 4 c-d) was studied with CD fullerene and C60-ser and showed an 
inhibition of both activation markers expression comprised between 15 to 35 %. Basophils from 
patients 3 and 4 (Figure 4, e-h) studied with fullerol, showed an inhibition of CD203c and CD63 
expression levels comprised between 12 to 28%. Non-derivatized [60]fullerene tested on baso-
phils from patient 3 (Figure 4, e-f) was inhibitory in the same range (about 25%). Basophils 
from patient 4, studied with 3 fullerene derivatives and [60]fullerene (Figure 4, g-h), showed an 
inhibition of CD203c expression levels about 20% for the 4 molecules while CD63 expression 
was inhibited only by dendro[60]fullerene in the same 20% range. In contrast to bell shape 
inhibition curves mainly obtained for P1-4, P5’s basophiles activation was dose dependently 
inhibited by fullerol to a maximum of 20% at 10µM (Figure 4, i-j). 
Although significant overall inhibitions could be observed, no general inhibitory patterns can 
be distinguished likely to be due to a variability depending on the patients as well as the fuller-
ene derivatives. 
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4. DISCUSSION  
 
The anti-oxidative property of fullerene is an hallmark of these nanoparticles that classifies 
them in a category of non-dangerous if not beneficial molecules to treat inflammatory disorders 
where ROS are produced in excess. Allergy is an inflammation related immune dysregulation 
where oedema, cell infiltration or increased Th17 responses are reported.  
In order to evaluate whether fullerenes can interfere with the mechanisms of allergy we 
have first analysed their effect at a molecular level, i.e. on the binding of IgE to allergens. In 
unpublished data we observed that proteins extracted in presence of [60]fullerene from aller-
genic source were not modified and therefore fullerenes should be considered differently as 
compared to pollutants such as diesel exhaust particles or pollutants gas. Then, in binding as-
says, no significant interactions were observed, neither on IgE-allergen nor on IgG-antigen 
binding. These results are in agreement with what was previously reported using poly hydroxy 
C60 and N-ethyl-polyamino C60 (42). In vitro as well as in vivo experiments very often make 
usage of derivatized fullerenes because the pristine nanoparticles are not soluble in aqueous 
solvants. We have, herein, compared different derivatives engrafted with four different polar 
functional groups previously reported to give hydrosoluble properties to the [60]fullerene and 
tested them, at a cellular level, on two types of allergy-related cells, a mast-cell related cell line 
(RBL-2H3) and basophiles from allergic patients. Preliminary experiments were performed to 
evaluate cytotoxicity of the various derivatives and we found that the cyclo-dextrine, con-
ventionally used in pharmaceutic, cosmetic or food processing, confer a toxicity to the [60]full-
erene at high concentrations when incubated with the cell lines RBL-2H3 and RAW264.7. 
The in vitro cultured mast cell line RBL-2H3 is well-known to release mediator upon an 
IgE- and a non IgE-dependent activation. We observed that fullerenes and more specifically 
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fullerol and the mono-adduct dendro[60]fullerene could inhibit the IgE-dependent and IgE in-
dependent mediator release. The effect is likely to be due to the nanoparticles itself since the 
dendro[60]fullerene is a mono-adduct derivative resulting in a barely modified nanoparticle 
more accessible for a better efficiency in quenching superoxide (19). 
The second type of allergy-related cells are basophiles from allergic patients and their func-
tionality was studied with a BAT. BAT is more and more used to evaluate the ability of patient’s 
basophiles to be activated and release mediators when challenged with allergens. We used a 
leveraged protocol with a simplified workflow where CD63 and CD203c, two markers of me-
diator release, were analyzed by cytofluorometry on gated basophiles in their natural environ-
ment, i.e. with all molecules and cells present in whole blood. In these conditions, we observed 
that these cells, pre-incubated for 1 hour with dendro[60]fullerene, [60]fullerene serinol malo-
nate and fullerol, expressed lower level of CD203c and CD63 as compared with non-treated 
cells upon a subsequent FcRI mediated activation. Inhibition effect is more important in mono 
adduct fullerene derivatives such as dendro[60]fullerene, thus confirming what was found with 
RBL-2H3 cells. These results strongly suggest that the mechanism of inhibition of mediator 
release in the rat mast cell line and the patient’s basophiles proceeds through an intracellular 
signaling pathway but is not due to the inhibition of IgE-Ag binding nor IgE-FcRI receptor 
binding. For basophils from allergic patients, maximum inhibition effect was observed (up to 
32%) in nanomolar range decreasing when concentrations increased. This may be due to a con-
centration-dependent fullerene aggregation, a phenomenon known to abolish its antioxidant or 
free radical scavenger activity.  
Indeed, in optimal conditions, fullerene can behave as both acceptor and donor of electron 
in chemical reactions with the capacity to accept at least 6 electrons and/or nucleophiles (58,59). 
During cellular activation ROS are produced in mitochondria and is accompanied by a calcium 
mobilisation from endoplasmic reticulum in consequence of FcRI cross-linking. Calcium is 
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absolutely required for degranulation although it is still not clear whether elevated ROS level 
parallels degranulation or is a consequence of FcRI crosslinking (60-64). Given that, on one 
side, ROS and calcium are produced in endoplasmic reticulum and mitochondria (65,66) and 
on the other side, that the majority of fullerene localize in the endoplasmic reticulum, mito-
chondria and lysosome (67-70) the mechanism of inhibition that we observed can be explained 
by a targeted intracellular sub-compartment overlap. Similar effects of [70] fullerenes were also 
reported on human skin mast cells (42,68).  
Although we showed that the inhibition profile of fullerene varied according to the deriva-
tives and the cells or the patients, the dendro[60]fullerene gave consistent inhibition results. 
Preliminary experiments performed on purified human basophiles, i.e. deprived of other cells 
present in plasma, gave similar results, suggesting a direct effect of fullerenes on FcRI-de-
pendent cell mediator release (unpublished data). In fact fullerenes are considered as stable 
particles but their bio application in vitro or even ex vivo requires very special care at level of 
purity, solubility or aggregation in function of the various cells, medium or culture conditions 
in which they are studied. These parameters may affect the kinetic and amount of fullerenes 
uptake as well as the proportion of functionally intact and soluble nanoparticles (67, 69-73). 
In summary we pointed out that the dendro [60] fullerene is the main hydrosoluble deriva-
tive fullerene able to inhibit the mediator release from allergy-related cells, especially baso-
philes in natural conditions. Further experiments are needed to study the specificity of the inhi-
bition and decipher the precise mechanism. Mediator release is a complex process involving 
calcium influx, tyrosine phosphorylation, transcription factors or fusion proteins induction, all 
crucial points to further analyze.  
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*: ImmunoCap results in kU/L 
† : Basophile Activation Test in % expressing cells 
ND: not done 
 
Table 1: Clinical data of the 5 patients tested in the BAT. Serum IgE are evaluated using the 
standard diagnostic method ImmunoCap® and are expressed in kU/L. BAT is performed as 
described in Materials and Methods section and is presented in percent of cells expressing the 
cell surface markers CD63 and CD203c without inhibitors. 
 
 
CD63 CD203c CD63 CD203c
P1 F 1445 337 81.4 65.7 66.7 45.1
P2 M 1931 12 87.3 74.1 84.5 67.7
P3 F 874 355 87.2 81.3 87.4 85.9
P4 M 925 329 81.6 66.1 53.7 30.1
P5 M 89 0 ND ND 70.6 80.7
Total Peanut
Serum IgE* BAT†
Patient 
number
Gender Peanut Anti-IgE
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Figure 1 
 
Figure 1: Impact of fullerene on the reactivity of IgE or IgG against Cupressus sempervirens 
pollen proteins with 2 types of inhibition, either (A) simultaneous or (B) sequential. Proteins 
from cypress pollen extract separated by SDS-PAGE 1-DE electrophoresis and then an electro-
transfer was performed on nitrocellulose activated by cyanogen bromide (NCa). Each strip in-
cubated without or with cypress allergic patient pool sera in absence or presence of different 
concentrations (0, 2, 10 and 50 µg/mL) of C60fullerene (simultaneous) or first incubation with 
fullerene (1h) and after the pool sera was added (sequential). On the left, total proteins from 
cypress pollen extract were silver stained. Molecular masses are indicated in kDa.  
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Figure 2 
 
Figure 2: 
The impact of fullerenes on cell viability of RBL-2H3 cell line (a, b) and RAW 264,7 cell line 
(c, d) with varying concentrations of CD-fullerene               , fullerol        , C60-ser           ,  
dendro[60]fullerene            and C60            during 18h (a, c) or 72h (b, d) incubation.  
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Figure 3 
 
 
Figure 3: The impact of fullerenes on degranulation of RBL-2H3 cell line (a,b). The cells pre-
incubated with varying concentrations of CD-fullerene               , fullerol           , C60-ser           
,  dendro[60]fullerene            and C60            for 18h and then stimulated by DNP-HSA (a) or 
stimulated directly by A23187 calcium inophore (b). 
(a)
(b)
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Figure 4: 
Fullerenes effect on ex vivo activation of patient’s basophils. Whole blood was incubated with 
various concentrations of CD-fullerene             , fullerol        , C60-ser           ,  
dendro[60]fullerene            and C60            for 1h and then activated by peanut extract for pea-
nut allergic patients (a) and by anti-IgE for non-peanut allergic patient (b). 
  
(b) CD63 CD203c
P5
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Effet du [60]fullérène et de ses dérivés sur la dégranulation de 
basophiles humains purifiés et sur des cellules dendri-
tiques humaines purifiées provenant de donneurs non al-
lergiques 
 
 
 
En collaboration avec le Dr Jagadeesh Bayry et Anupama Karnam Univer-
sité Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité, UMR S 1138, Paris, 
____________________________________ 
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Expériences complémentaires sur des basophiles humains purifiés  
 
Ces travaux ont été menés en collaboration avec Jagadeesh Bayry et Anupama Karnam 
(Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité, UMR S 1138, Paris, F-75006, France).  
Ils ont été réalisés sur des basophiles humains purifiés d’individus non allergiques 
- Isolement des basophiles humains en circulation d’individus non-allergiques 
Les poches de sang de 6 donneurs en bonne santé non-allergiques, ont été obtenus auprès l’éta-
blissement Français du Sang, de l’hôpital de l’Hôtel Dieu, (Paris). L’autorisation du comité 
d’éthique a été obtenue pour l’utilisation de ces poches de sang de donneurs en bonne santé. La 
fraction de cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) riche en basophiles a été obte-
nue par centrifugation sur gradient de densité en Percoll (Sigma-Aldrich). Les basophiles con-
tenus dans cette fraction PBMC riche en basophiles ont été isolés soit en utilisant le kit d’iso-
lation des basophiles II (Miltenyi Biotech, Paris, France), soit avec le kit d’enrichissement des 
basophiles humains EasySep (Stem Cell Technologies, Grenoble, France). Les basophiles sont 
cultivés dans un milieu X-Vivo contenant 5% de sérum humain et de l’IL3 (100 ng/106 cells) 
est ajouté dans le milieu pour maintenir la viabilité des cellules (1). 
Conditions expérimentales pour la dégranulation des basophiles: Les basophiles purifiés 
sont incubés avec différentes concentrations de [60]fullérène et 3 de ses dérivés, le C60-serinol, 
le dendro[60]fullérène  et le fullerol. L’activation des basophiles est faite en présence d’anti-
IgE. L’analyse de la libération des médiateurs a été faite en cytométrie en flux en suivant les 
marqueurs de l’activation CD63, CD203c, CD107a et CD69. L’expression de CD69 a été uti-
lisée comme marqueur d’activation précoce et les CD203c et CD107a comme marqueurs de 
dégranulation. Le CD63 est associé aux granules internes des basophiles avec une expression 
de surface induite 
Résultats  
Etude du CD63 des basophiles de 6 donneurs incubés avec différents fullérènes 
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Basophiles du donneur 1 incubés avec le [60]fullérène (bleu) et le dendro[60]fullérène (vert)  
 
Figure 1 : Pourcentage d’inhibition de la dégranulation des basophiles purifiés du donneur 
1 suivi du marqueur CD63 
Le dendro[60]fullérène inhibe à 50 % la dégranulation des basophiles de façon doses dé-
pendante alors que pour le [60]fullérène aucune inhibition n’est observée. 
Basophiles du donneur 2 incubés avec le [60]fullérène (bleu), le dendro[60]fullérène (vert), 
le C60 serinol (rouge) et le fullérol (violet) 
 
Figure 2 : Pourcentage d’inhibition de la dégranution des basophiles purifiés du donneur 2 
suivi du marqueur CD63 
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La dégranulation des basophiles du donneur 2 est inhibée à environ 40% par le [60]fullérène 
et par le fullérol. Le C60 serinol inhibe à 20 %. Le dendro[60]fullérène inhibe à 10 % la dégra-
nulation des basophiles de façon doses dépendante.  
 
Basophiles du donneur 3 incubés avec le [60]fullérène (bleu), le dendro[60]fullérène (vert), 
le C60 serinol (rouge) et le fullérol (violet) 
 
Figure 3 : Pourcentage d’inhibition de la dégranulation des basophiles purifiés du donneur 
3 suivi du marqueur CD63 
 
La dégranulation des basophiles du donneur 3 est inhibée à environ 18% par le [60]fullérène 
et le fullérol. Le C60serinol inhibe à 30%. Le dendro[60]fullérène inhibe à 50 % la dégranula-
tion des basophiles de façon doses dépendante.  
Basophiles du donneur 4 incubés avec le [60]fullérène (bleu), le dendro[60]fullérène (vert), 
le C60 serinol (rouge) et le fullérol (violet) 
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Figure 4: Pourcentage d’inhibition de la dégranulation des basophiles purifiés du donneur 
4 suivi du marqueur CD63 
Le dendro[60]fullérène inhibe à 50 % la dégranulation des basophiles à une concentration 
optimale 2µM. La dégranulation des basophiles du donneur 4 est inhibée à environ 20% par le 
[60]fullérène de façon doses dépendante. La dégranulation est inhibée à environ 18% par le 
C60 serinol et le fullérol inhibe à environ 10%. 
Basophiles du donneur 5 incubés avec le [60]fullérène (bleu), le dendro[60]fullérène (vert), 
et le C60 serinol (rouge)  
 
Figure 5 : Pourcentage d’inhibition de la dégranulation des basophiles purifiés du donneur 
5 suivi du marqueur CD63 
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Le dendro[60]fullérène inhibe à 70 % la dégranulation des basophiles de façon doses dépen-
dante. La dégranulation est inhibée à environ 25% par le C60 serinol à une concentration opti-
male de 5µM alors que pour le [60]fullérène aucune inhibition n’est observée. 
Basophiles du donneur 6 incubés avec le [60]fullérène (bleu), le dendro[60]fullérène (vert), 
le C60 serinol (rouge) et le fullérol (violet) 
 
Figure 6 : Pourcentage d’inhibition de la dégranulation des basophiles purifiés du donneur 
6 suivi du marqueur CD63 
 
Le dendro[60]fullérène inhibe à 50 % la dégranulation des basophiles, le C60 serinol et le fullé-
rol inhibent entre 16 et 22 % avec une concentration optimale de 2,5µM. Pour le [60]fullérène 
aucune inhibition n’est observée 
Etude du CD107a des basophiles de 6 donneurs incubés avec différents fullérènes 
Les résultats des inhibitions, par le [60]fullérène et les 3 dérivés, de la dégranulation des baso-
philes des 6 donneurs obtenus avec le CD107a sont proches de ceux obtenus avec le CD63 
(Tableau 1).  
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 Tableau 1 : Pourcentage d’inhibition de la dégranulation des basophiles purifiés de 6 
donneurs en présence du fullérène et 3 de ses dérivés en suivant 2 marqueurs de surface CD63 
et CD107a 
 
 
Comparaison des inhibitions de la dégranulation des basophiles des 6 donneurs par le 
dendro[60]fullérène avec le marqueur CD63, CD107a et CD69 : 
(a) 
 
Patients P1 P2 P3 P4 P5 P6
[60]fullérène  
CD63 0 42 29 21 0 0
CD107a 28 18 26 28 15 27
C60 serinol  
CD63 0 17 26 19 26 15
CD107a 8 14 42 29 32 46
dendro[60]fullérène 
CD63 41 11 50 44 68 52
CD107a 47 35 70 85 71 54
fullérol 
CD63 0 40 16 12 0 23
CD107a 13 26 30 47 21 23
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(b) 
  
(c) 
 
 
Figure 9 : Pourcentage d’inhibition maximum de la dégranulation des basophiles purifiés 
des 6 donneurs suivi des marqueurs (a) CD63, (b) CD107a et (c) CD69. 
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Les résultats (CD63 et CD107a) de l’inhibition avec le dendro[60]fullérène sur la dégranulation 
des basophiles des 6 donneurs sont résumés dans les 2 figures ci-dessus car ce dérivé du fullé-
rène inhibe le plus fortement la dégranulation des basophiles humains. Ce dérivé inhibe la dé-
granulation de 47 à 85 % pour la majorité des donneurs sauf pour le donneur 2 pour lequel 
l’inhibition est plus faible.  
 
Le dendro[60]fullérène inhibe au maximun à 25 % la dégranulation de basophiles de patients 
allergiques à l’arachide alors que le C60 sérinol inhibe à 35 % la dégranulation de basophiles 
d’un autre patient allergique (2). Mais ces 2 dérivés du fullérène inhibent tous les deux la dé-
granulation des basophiles de patients allergiques et de patient non-allergiques. 
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Expériences complémentaires sur le phénotype des cellules dendritiques 
(DC) humaines purifiées d’individus non-allergiques 
 
- Isolement des DC humaines d’individus non-allergiques à partir des monocytes 
A partir des poches de sang de 6 donneurs en bonne santé non-allergiques utilisées pour la 
purification des basophiles, les monocytes ont été isolés à partir des PBMC en utilisant les 
CD14-microbilles magnétiques (Miltenyi Biotec). Les monocytes ont été cultivés dans du 
GMCSF (1000 IU/106 cells) et de l’IL-4 (500 IU/106 cells) (Miltenyi Biotec) pendant 5 à 6 
jours afin de générer les DC (1). Les marqueurs de surface CD80 et 86 (co-stimulation), CD69 
(stimulation) et HLA-DR (histocompatibilé) ont été suivis par cytométrie en flux. 
Le fullérène et ses dérivés ont été testé directement sur ces cellules, dans un premier temps, 
sans activation pendant 48h après l’addition des fullérènes. Aucun effet des fullérènes n’a été 
observé sur le phénotype de ces cellules en suivant les marqueurs de surface CD80 et 86 (co-
stimulation), CD69 (stimulation) et HLA-DR (histocompatibilé). 
Ensuite, les DC ont été stimulés avec du LPS (1ng/mL), pour étudier la maturation et le signal 
d’activation, pendant 1 h et les fullérènes sont ajoutés. Ces cellules sont maintenues en culture 
pendant 48h et testées ensuite sur l’effet des fullérènes sur le phénotype de ces cellules en sui-
vant les marqueurs décrits ci-dessus. Aucun effet sur le phénotype des DC par les fullérènes n’a 
été observé.  
Références 
1. Sharma M, Hegde P, Aimanianda V, Beau R, Maddur MS, Senechal H, et al. Circulating 
human basophils lack the features of professional antigen presenting cells. Sci Rep 2013; 
3:1188. 
2. Keykhosravi S, Sénéchal H, Arif R, Busnel JM, Zhang Y, Alter M, et al. Fullerenes 
inhibit ex vivo activation of peanut allergic patient’s basophil. Submitted 2019. 
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Effet des dérivés du fullerène sur la dégranulation 
de cellules d’une lignée de mastocytes (RBL SX38) 
ayant le récepteur humain aux IgE 
 
 
 
En collaboration avec la Dr Karine Adel-Patient et Sandrine Ah-Leung  
UR496 Immuno-Allergie alimentaire, INRA, CEA de Saclay 
____________________________________ 
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Expériences complémentaires sur une lignée de cellules mastocytaires 
de l’allergie 
 
 
Effet des dérivés du fullerène sur la dégranulation des cellules RBL SX38 
Ces travaux ont été menés en collaboration avec Karine Adel-Patient et Sandrine Ah-Leung 
(UR496 Immuno-Allergie alimentaire, INRA, CEA de Saclay) et ont été réalisés sur des cel-
lules d’une lignée mastocytaire de rat transfectées avec les chaines , , et  du récepteur hu-
main de haute affinité pour les IgE, FcRI, lignée RBL SX-38. Cette lignée cellulaire a été 
fournie par J-P. Kinet et M-H. Jouvin (Beth Israel Deaconess Medical Center, Harvard Medical 
School, Boston, MA, USA). Ces cellules ont été transfectées à partir de cellules de la lignée 
RBL-2H3 utilisée dans les travaux présentés dans l’article précédent.  
 
Modèle de dégranulation de la réaction allergique de cellules RBL SX38 
Les conditions de culture des cellules de cette lignée sont identiques à celles de la lignée 
RBL-2H3 non transfectées décrites précédemment (1). Des cellules (J2) ont été mises en plaque 
96 puits et leur sensibilisation a été faite par addition de sérum de patients allergiques 
(1UI/puits) soit à l’arachide soit aux protéines de lait. L’incubation a été faite pendant 24h (J3). 
La dégranulation a été faite par l’ajout des activateurs : soit d’extrait protéique spécifique (lait 
ou arachide), soit des allergènes purifiés ou de l’anti-IgE pendant 45min. La mesure de la dé-
granulation se fait par la mesure de l’activité de la -hexosaminidase libérée dans le surnageant 
de culture. La dégranulation maximale est obtenue par ajout de triton et la dégranulation de 
référence est celle induite par l’anti-IgE.  
Les tests de l’effet de différents composés de la famille des dérivés du fullerène sur le déclen-
chement de la réaction allergique ont été menés avec le [60]fullerene serinol malonate (C60-
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ser), la -cyclodextrin[60]fullerene et le fullérol. Un contrôle de dégranulation non spécifique 
ou toxicité des composés est réalisé en parallèle. 
 
1. Dégranulation non spécifique potentiellement induite par les dérivés du fullerène  
Conditions expérimentales : addition des dérivés du fullérène au moment de la sensibili-
sation, sans addition ni de sérum ni d’activateur avec une gamme de concentration des fulle-
rènes de 100 – 10 – 1 – 0,1 – 0,01 – 0,001 - 0 µM. L’analyse de la libération des médiateurs a 
été faite au J3  
Dans ce cas aucune libération non spécifique de -hexosaminidase n’est détectable (résultats 
non montré). Comme pour les cellules RBL-2H3 les dérivés des fullérènes seuls ne font pas 
dégranuler les cellules.  
 
2. Addition des fullerènes au moment de la sensibilisation des cellules  
2.1. Dégranulation de référence induit par l’anti-IgE (Le27) 
Dans cette expérience un sérum de patient allergique à l’arachide (#AD) et les mêmes con-
centrations des dérivés du fullerène que celles utilisées précédemment ont été utilisés sur les 
cellules en plaques de culture (ajout des Fullerènes en solution 10X dilué avec le sérum). Après 
incubation et lavage, les activateurs, anti-IgE (Le27) ou extrait d’arachide à une concentration 
fixe ont été ajoutés. Cette concentration a été au préalablement déterminée comme induisant 
une dégranulation importante mais pas maximale avec le sérum testé.  
Résultats 
L’addition de trois dérivés, le fullérol, le CD-fullerene (cyclodextrin) et le C60-ser au 
moment de la sensibilisation des cellules diminue la dégranulation induite par l’anti-IgE (Le27) 
(Figure 1). L’effet inhibiteur est inférieur à 20% pour les trois dérivés. L’effet inhibiteur observé 
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par le -CD fullerène varie d’une concentration à l’autre mais présente en générale une inhibi-
tion en augmentant la concentration. L’inhibition par le fullérol est plus reproductible dans une 
gamme de concentration de 0,001 à 1 µM et ça diminue à partir d’un seuil de concentration, 
mais le fullerène serinol malonate (FSM) a un effet inhibiteur entre 0,01 et 0,1 µM, ce qui 
présente une courbe en cloche avec une maximum d’inhibition à 10 µM. 
 
Figure 1 : Effet de l’addition de concentrations croissantes des dérivés du fullérène (0 à 10µM) sur la 
dégranulation induite par l’anti-IgE (Le27)  
 
2.2. Dégranulation spécifique induit par l’extrait d’arachide 
Les résultats obtenus sur l’effet des dérivés du fullérènes sur la dégranulation spécifique, 
induite par l’extrait d’arachide (Figure 2) sont plus importants à ceux obtenus pour la dégranu-
lation de référence induite par l’anti-IgE. L’effet inhibiteur arrive à 25% pour le -CD fullerène. 
L’effet inhibiteur observé par le -CD fullerène a moins de variation et plus reproductible sauf 
pour la concentration à 0,01 µM. L’inhibition par le fullérol est toujours reproductible et plus 
important à ceux obtenus par la dégranulation induit par l’anti-IgE. L’inhibition observé pour 
le fullerène serinol malonate (FSM) a un effet inhibiteur entre 0,001 et 0,1 µM, et présente 
toujours une courbe en cloche avec une inhibition importante à 10 µM (Figure 2).  
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Figure 2 : Effet de l’addition de concentrations croissantes des dérivés du fullerène (0 à 10µM) 
sur la dégranulation induite par l’extrait protéique d’arachide (AB) 
 
3. Addition des fullerènes au moment de la sensibilisation des cellules : al-
lergies à l’arachide et au lait de vache 
Pour confirmer ces résultats une deuxième série d’expériences en utilisant d’abord le 
même sérum de patient allergique à l’arachide et ensuite une seconde expérience a été réalisée 
avec un pool de sérums de patients allergique au lait de vache. Les conditions expérimentales 
sont identiques à celles précédemment utilisées avec une gamme de dérivés du fullerène plus 
resserrée (le pas des dilutions est de 4) et une analyse des dégranulations de référence et spéci-
fiques induites par l’arachide ou par le lait de vache dans les 2 cas.  
Résultats 
3.1. Dégranulation de référence induit par l’anti-IgE 
Les résultats obtenus sur l’effet des dérivés du fullérènes sur la dégranulation de réfé-
rence, induite par l’anti-IgE (Figures 3 et 4) montrent que l’ajout du dérivé CD-fullerène au 
moment de la sensibilisation des cellules diminue la dégranulation spécifique induite par l’anti-
IgE quelque que soit le sérum testé, sérum de patient allergique à l’arachide (Figure 3) ou pool 
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de sérums de patients allergiques au lait de vache (Figure 4). Cette inhibition est reproductible 
sur les deux sérums étudiés. L’effet préalablement observé pour le fullérol et pour le FSM, dans 
la précédente expérience (Figure 1), est reproduit mais l’inhibition est plus important. 
 
Figure 3 : Effet de l’addition de concentrations variables des dérivés du fullérène (0 à 100µM) 
au moment de la sensibilisation des cellules par un sérum de patient allergique à l’arachide 
sur la dégranulation induite par l’anti-IgE (Le27) 
 
 
Figure 4 : Effet de l’addition de concentrations variables des dérivés du fullérène (0 à 100µM) 
au moment de la sensibilisation des cellules par un pool de sérums de patients allergiques au 
lait de vache sur la dégranulation induite par l’anti-IgE (Le27) 
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3.2. Dégranulation spécifique induite par l’extrait d’arachide/le lait de vache 
Les résultats obtenus sur l’effet des dérivés du fullérènes sur la dégranulation spéci-
fique induite par l’extrait d’arachide (Figure 5) ou par le lait de vache (Figure 6) montrent que 
les courbes d’inhibition sont des courbes en cloches aves un maximum d’inhibition. L’effet 
préalablement observé avec le fullerol est reproduit. L’inhibition observée avec un sérum de 
patients allergiques au lait est modeste (inférieur à 12%). Le fullérol inhibe la dégranulation 
avec une maximum d’inhibition à 12% en présentant une courbe en cloche (Figure 6). 
 
Figure 5 : Effet de l’addition de concentrations variables de dérivés de fullérène (0 à 100µM) 
au moment de la sensibilisation des cellules par un sérum de patient allergique à l’arachide 
sur la dégranulation induite par un extrait protéique d’arachide. 
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Figure 6 : Effet de l’addition de concentrations variables de dérivés de fullérène (0 à 100µM) 
au moment de la sensibilisation des cellules par un pool de sérums de patients allergiques au 
lait de vache sur la dégranulation induite par un extrait protéique de lait de vache. 
 
4. Addition des dérivés du fullerène au moment de l’addition des activateurs 
Conditions expérimentales : Après incubation avec le sérum de patient allergique à 
l’arachide et lavage, les dévirés du fullerène sont ajoutés en solution 10X (0 à 1000µM final) 
avec les activateurs soit l’anti-IgE ou l’extrait d’arachide à concentration fixe, préalablement 
déterminée comme induisant une dégranulation importante mais pas maximale avec le sérum 
testé.  
 
Résultats 
4.1. Dégranulations de référence et spécifique 
Après la sensibilisation des cellules par un sérum de patient allergique à l’arachide puis analyse 
de l’effet de l’ajout de concentrations variables de dérivés de fullérène (0 à 1000µM) sur la 
dégranulation induite par l’anti-IgE ou par un extrait protéique d’arachide aucun effet n’a été 
observé, quel que soit le dérivé de fullérène testé et le type de dégranulation induite par l’anti-
IgE ou par l’allergène.  
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Conclusion  
Ces expériences confirme les autres résultats obtenus sur la lignée RBL-2H3 dans ce travail 
et les résultats obtenus sur les basophiles des patients allergiques et les donneurs non-aller-
giques.  Ces résultats montrent que l’inhibition de la dégranulation induit par l’extrait protéique 
présente d’une façon reproductible des courbes en cloche tandis que l’inhibition de la dégranu-
lation induit par l’anti-IgE présente souvent des courbes dose-réponse, c’est-à-dire que l’ffet 
inhibiteur augmente en augmentant la concentration du fullerène.  
L’inhibition observée sur les deux lignées mastocytaires RBL est moins important à celle 
observée sur les basophiles humaine. 
On n’observe aucun effet des dérivés de fullérène ni sur la liaison IgE/allergène ni sur la 
liaison IgE/Anti-IgE.  
 
Références 
1. Blanc F, Adel-Patient K, Drumare MF, Paty E, Wal JM, Bernard H. Capacity of puri-
fied peanut allergens to induce degranulation in a functional in vitro assay: Ara h 2 and Ara h 
6 are the most efficient elicitors. Clin Exp Allergy 2009; 39:1277-85 
 
Conclusion et Perspectives 
161 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conclusion et perspectives 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conclusion et Perspectives 
162 
 
Notre objectif de départ était de choisir et d’évaluer les outils analytiques nécessaires à 
l’établissement d’un critère de pureté pour les préparations commerciales de C60. Ces prépara-
tions étant sous forme de poudre cristalline, nous avons d’abord fait appel à des techniques 
adaptées à l’analyse de l’"état solide" telles que la microscopie électronique à balayage (MEB), 
la diffraction des rayons-X (DRX), la calorimétrie différentielle à balayage (DSC), l’analyse 
thermogravimétrique (TGA) et la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR). 
Ensuite, nous avons utilisé des techniques adaptées à l’analyse des échantillons en solution, 
telles que la spectrophotométrie UV-Visible, la chromatographie en phase liquide (CLHP) cou-
plée à une barrette de diodes et la chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie 
de masse (CG-SM). 
Les résultats obtenus nous ont permis d’évaluer les avantages et les limites de chaque 
technique pour étudier la pureté d’un échantillon de C60. En particulier, nos résultats montrent 
que la DSC est la technique de choix pour établir le critère de pureté d’un échantillon de C60, 
fondé sur la transition de température et le changement d’enthalpie. Cependant, la FTIR est la 
technique la plus rapide pour détecter et caractériser le type d’impuretés présentes dans l’échan-
tillon. Cette technique est certainement la plus appropriée pour le contrôle de qualité en cours 
de production. Par ailleurs, la CG-SM est nécessaire à l’identification des solvants résiduels et 
des impuretés volatiles, tandis que la CLHP reste incontournable pour détecter les fullerènes 
lourds et les dérivés du C60, notamment les oxydes de C60. 
Cependant, il ne faut pas perdre de vue le fait que l’examen macroscopique d’un échan-
tillon de C60 peut déjà fournir des informations très utiles sur sa pureté. Lorsqu’il contient des 
impuretés, l’échantillon est moins cristallin et se présente sous forme d’une poudre de couleur 
brune. Tandis que les échantillons hautement purs présentent un aspect cristallin métallique de 
couleur noire. 
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Il reste maintenant à définir le critère de pureté par DSC et à optimiser une méthode de 
contrôle de qualité, par FTIR. 
Le second objectif de cette thèse a été d’explorer le mécanisme d’action du C60 dans la 
lutte contre le stress oxydatif. 
Dans une première partie de ce volet "biologie" nous avons d’abord étudié la bio-distri-
bution subcellulaire du C60, notamment au niveau des mitochondries des hépatocytes, après 
administration d’une solution huileuse dans un modèle expérimental chez la souris. En particu-
lier, nous avons étudié l’effet du C60 sur les enzymes mitochondriales. Ceci, nous a permis de 
voir, indirectement, si le C60 peut atteindre ces organites, d’une part et d’étudier l’effet, propre-
ment dit, d’autre part. 
 Les résultats obtenus ont montré la présence du C60 au niveau de la mitochondrie et du 
réticulum endoplasmique, sans aucun signe de production du ROS et/ou de toxicité, ce qui con-
firme l’innocuité de ce fullerène. Par ailleurs, la modification de l’activité enzymatique de la 
malate déshydrogénase (MDH) et du complexe I (Cx I) de la chaîne respiratoire a confirmé la 
présence du C60 au niveau de la mitochondrie et son effet bénéfique dans ce compartiment 
cellulaire. 
Il reste maintenant à étudier la nature des interactions entre le C60 et ces enzymes mito-
chondriales afin d’élucider le mécanisme d’action au niveau hépatique. Les études complémen-
taires pourraient être envisager afin d’étudier l’effet des fullerènes : 
- sur les mitochondries isolées, 
- sur la mitochondrie chez les souris en induisant l’hépatotoxicité 
- sur la mitochondrie des cellules mastocytaires (lignée RBL-2H3) incubées avec les 
fullerènes 
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Dans la seconde partie de ce travail nous avons évalué l’effet du fullerène et de ses 
dérivés dans la pathologie "allergie" en utilisant les différents modèles in vitro sur les lignées 
cellulaires mastocytaires de rat (normales et transfectées avec les chaines  et  du récepteur 
FcRI, récepteur humain de haute affinité pour les IgE), et ex vivo sur basophiles du sang de 
patients allergiques et des donneurs non-allergiques. Dans cette étude, nous avons comparé 
l’effet du C60 et 4 de ses dérivés. Des expériences sur la toxicité du C60 et ses dérivés sur les 
lignées cellulaires RBL-2H3 et RAW 264.7 ont montré que le dérivé cyclodextrine[60]fullerène 
a une toxicité cellulaire à des concentrations élevées (>1µM). Parmi les fullerènes utilisés dans 
cette étude le fullerénol et le dendro[60]fullerène ont inhibé significativement la libération des 
médiateurs IgE-dépendants et IgE-indépendants des RBL-2H3.  
La deuxième série d’expériences a été réalisée sur les basophiles du sang de patients 
allergiques à l’arachide. Le test d’activation des basophiles (TAB) nous a permis suivre l’acti-
vation des basophiles des patients en absence et en présence de fullérènes et en présence des 
allergènes. Nous avons utilisé un protocole de sélection des basophiles avec lequel le CD63 et 
le CD203c, deux marqueurs d’activation des basophiles et de libération des médiateurs, ont été 
analysé par la cyométrie en flux dans leurs milieux naturels en présence toutes les autres cellules 
et molécules du sang total. Les cellules qui ont été pré-incubées pendant 1 h avec le den-
dro[60]fullerène, le [60]fullerène serinol malonate et fullérol ont montré une expression des 
marqueurs de surface CD203c et CD63 diminuée par rapport aux cellules témoins. Cette inhi-
bition était plus importante pour les cellules incubées avec le dendro[60]fullerène que pour 
celles incubées avec les autres dérivés du C60. Ces résultats pourraient être dus à la localisation 
des dérivés dans les différents compartiments cellulaires et aussi à la sensibilisation des diffé-
rents patients allergiques étudiés. De plus, ces résultats ont été confirmés par les expériences 
faites sur les lignées cellulaires de RBL-2H3. Les résultats montrent que les fullerènes agissent 
à l’intérieur de la cellule et ils n’ont pas d’effet sur la liaison IgE-antigène ni sur la liaison IgE-
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FcRI. Nous avons observé un maximum d’inhibition à des concentrations nanomolaires, à 35 
% du niveau d’expression des marqueurs de surface chez les patients allergiques à l’arachide. 
L’effet inhibiteur des fullerènes diminue dans les fortes concentrations, ce phénomène pourrait 
être due à l’agrégation des fullerènes qui diminue leurs capacités à agir avec les radicaux libres. 
Après l’activation des basophiles, les ROS dans la mitochondrie et le calcium dans le réticulum 
endoplasmique augmente dans la cellule. Étant donné que d’un côté la mitochondrie et le réti-
culum endoplasmique jouent un rôle important dans l’activation des cellules et d’un autre côté 
le C60 et ses dérivés se localisent majoritairement dans ces organites, le mécanisme d’inhibition 
pourrait être due à l’interaction du fullerène avec la mitochondrie et/ou le réticulum endoplas-
mique.  
Les expériences faites sur les basophiles purifiées des donneurs non-allergiques ont con-
firmés ces résultats. Dans ces expériences le dendro[60]fullerène présente une inhibition plus 
importante (jusqu’à 85%) par comparaison avec son effet sur les basophiles non purifiés du 
sang total. Le profil d’inhibition des fullerènes varie d’un patient à l’autre due à la variabilité 
interindividuelle. 
Il reste maintenant à établir la relation structure/activité avec un plus grand nombre de 
dérivés de structure bien définie, afin de mieux appréhender le mécanisme d’action et de diriger 
la synthèse vers le dérivé le plus efficace et le moins toxique. Les études complémentaires 
pourraient être envisager afin d’étudier l’effet des fullerènes sur : 
- les basophiles purifiées des patients allergiques, 
- les modèles in vivo de l’allergie et de l’inflammation afin d’étudier aussi son effet sur 
la mitochondrie 
- le signal de la dégranulation des mastocytes et des basophiles afin d’étudier son effet 
sur les enzymes impliquées dans la signalisation 
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Introduction 
 
La prévalence des syndromes associés pollen/aliment est en augmentation que ce soit 
pour les adultes ou les enfants. Ces syndromes impliquent de nombreux pollen et aliments 
comme le syndrome pomme/bouleau ou LTP mais d’autres allergènes peuvent être incriminés. 
Après exploration clinique, les réactivités IgE spécifiques des patients sélectionnés sont 
étudiées par test unitaire classique, microarray, immunoempreinte et test d’activation des baso-
philes. 
La découverte de la péamacléine (allergène Pru p 7 de pêche), une protéine régulée par la 
Gibbérelline (GRP), a été le point de départ de celle d’allergènes de la même famille dans 
d’autres fruits et aussi dans le pollen de cyprès : BP14. BP14 croise avec Pru p 7, la snakine-1 
(GRP de pomme de terre) et une petite protéine cationique des agrumes, probablement Cit s 7 
(GRP de l’orange), ce qui a permis de proposer une explication aux syndromes cyprès/pêche et 
cyprès/agrumes décrits. Ces allergènes sont résistants à la chaleur et à la trypsine et possèdent 
des épitopes IgE conformationnels. La protéine BP14, comme Pru p 7, a une pertinence clinique 
car elle peut induire ex vivo la dégranulation de basophiles d’un patient atteint du syndrome 
cyprès/pêche. Ce patient a des IgE spécifiques de Pru p 7 et aussi d’une petite protéine catio-
nique de la grenade (probablement Pun g 7), fruit auquel il est allergique. 
De nombreuses GRP, petites protéines cationiques, ont été décrites dans le monde végétal 
mais leur allergénicité en tant que pneumallergène ou trophallergène n’a pas fait l’objet de 
nombreuses publications. Avec des identités de séquences de plus de 80%, elles seraient can-
didates aux réactivités croisées IgE. Nos expériences préliminaires d’inhibitions croisées sur 
Pru p 7, Cit s 7 et BP14 laissent cependant penser qu’il existe une grande diversité de réactivité 
IgE au sein de cette famille de protéine malgré une faible diversité de structure primaire sur des 
protéines de faible masse moléculaire. 
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Des études immunostructurales permettraient de rechercher des différences subtiles de 
structure tertiaire ou l’existence de cofacteurs/ligands moléculaires impliqués dans l’allergéni-
cité de cette famille de protéines. 
Cette étude nous a permis de mettre au point la méthode « test d’activation de baso-
phile » et d’évaluer le protocole expérimental de nos préparations d’extrait afin d’étudier ulté-
rieurement l’effet des fullerènes sur les basophiles des patients allergiques.  
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Présentation orale à la journée scientifique CPPS à l’école Polytechnique (5 juillet 2018) 
 
Inhibition ex vivo par des fullérènes de l’activation de basophiles humains de patients aller-
giques à l’arachide  
Sanaz Keykhosravi1,2, Hélène Sénéchal1, Rihane Arif3, Jean-Marc Busnel3, Rémy Couderc1, 
Pascal Poncet1, 4 et Fathi Moussa1, 2. 
1)Hôpital d’Enfants Armand Trousseau, APHP, Laboratoire de Biochimie 
2)Letiam EA 7375, Universités Paris-Sud et Paris-Saclay 
3)Beckman Coulter, Life Science Research, Marseille 
4)Institut Pasteur, CITECH, Paris. 
Des études ont montré que le [60]fullerène[1] et ses dérivés présentent une large gamme d'ac-
tivités biologiques dans le domaine biomédical[2, 3]. Ces activités seraient liées aux 30 double-
liaisons présentes à la surface de cette molécule sphérique, formée de 60 atomes de carbone[4]. 
Ces composés présentent des propriétés anti-oxydantes avec des activités cyto- et neuro-pro-
tectrices[2-4]. Pour évaluer la capacité des fullerènes à interférer avec des mécanismes cellu-
laires impliquant un stress oxydatif leurs effets ont été testés sur l’activation des basophiles[5]. 
Il a été démontré que la stimulation de ce type de cellules par le récepteur de haute affinité aux 
IgE induit la libération de médiateurs de l’inflammation et s’accompagne de la production de 
sous-produits du stress oxydatif[6]. Le fullerène ayant une faible solubilité dans les solvants 
polaires et formant des agrégats, des dérivés hydrosolubles, ont été synthétisés. Le C60 et 4 
dérivés hydrosolubles dont fullerène-cyclodextrine (FD), fullerène-sérinyl-malonate (FSM], 
dendro-[60]fullerène (DF) et poly-hydroxylé, le fullérol) ont été utilisés pour étudier leur im-
pact sur l’activation IgE dépendante de basophiles humains. Le test d'activation des basophiles 
(TAB) est l'une des méthodes utilisées pour le diagnostic des allergies. Cette activation entraine 
la libération des médiateurs de l’inflammation et de la réponse immune contenus dans les gra-
nules intra cytoplasmiques. Ce test est évalué par l’expression des marqueurs de surface CD63 
et CD203c, induite par un allergène, mesurée par cytométrie de flux[6]. L’étude a été réalisée 
ex vivo sur le sang de 5 enfants allergiques aux protéines de l’arachide en présence ou en ab-
sence de fullérènes à concentrations variables.  
Nos résultats montrent que certains des dérivés testés, notamment le fullérol, le DF et le FSM, 
pré-incubés (1h) avec les cellules à des concentrations nano-molaires, sont capables de dimi-
nuer l’expression de CD203c traduisant une inhibition significative (jusqu’à 20 %) de l'activa-
tion des basophiles. Cette inhibition est plus importante avec les dérivés mono-adduit (ex :den-
dro-fullerène), ce qui suggère que cette inhibition serait liée à la molécule de C60 elle-même, 
plus accessible pour réagir avec les sites impliqués dans la réponse biologique. L’inhibition 
n’est observée que pour les concentrations les plus faibles. Au-delà d’un certain seuil de con-
centration, l’effet diminue de manière significative. Ceci pourrait être lié à l’agrégation des 
fullerènes[2-4]. Le C60 et ses dérivés n’agissent que lorsqu’ils sont en solution, lorsque la sur-
face de la cage « fullerène » est directement accessible[4]. Pour confirmer cette hypothèse, des 
expériences complémentaires sont en cours pour déterminer la taille des agrégats, la bio-loca-
lisation des fullerènes et de plus des expériences sur des modèles in vivo sont envisagées pour 
confirmer cet effet antiallergique. 
 [1] H. W. Kroto et al., Nature, vol. 318, pp. 162–163, 1985. 
[2] S. Bosi, et al. Eur. J. Med. Chem., vol. 38, no. 11–12, pp. 913–923, 2003. 
[3] F. Moussa. Nanobiomaterials: Nanostructured materials for biomed. appl. Elsevier S&T 
Books, 2018. 
[4] N. Gharbi, et al. Nano Lett., vol. 5, no. 12, pp. 2578–2585, 2005. 
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[5]  J. J. Ryan, et al., The Journal of Immunology 179 (1): 665–72.  
[6] S. U. Patil et al. J. Allergy Clin. Immunol., vol. 134, no. 3, pp. 653–654, 2014. 
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French Mast Cell and Basophil Club (Paris, November 2018) Poster 
Fullerenes inhibit ex vivo activation of peanut allergic patient’s basophil 
Sanaz Keykhosravi1,2, Hélène Sénéchal1, Rihane Arif3, Jean-Marc Busnel3,  
Marie-Ange Selva1, Rémy Couderc1, Pascal Poncet1,4,* et Fathi Moussa1,2,*. 
1Hôpital d’Enfants Armand Trousseau, APHP, Laboratoire de Biochimie, 2Letiam EA 7375, Universités 
Paris-Sud et Paris-Saclay, 3Beckman Coulter, Life Science Research, Marseille, 4Institut Pasteur, CI-
TECH, Paris. *These authors worked equally in this study. 
Since its discouvery, many studies demonstrated that [60]fullerene(1) and its derivatives 
have various applications in chemical, physical and biomedical fields.(2,257) Fullerene is well 
known due to its antioxidant and its free radical scavenging activity. These activity is due to the 
30 double bonds presenting in this large 60-carbon cage molecule.(2,257,258) For evaluating 
fullerene capacity in oxidative stress we are tested their effect on activation of cells involving 
in allergic response.(41) It was reported that FcRI-mediated basophil/mast cell stimulation 
induced the liberation of inflammation mediators and accompagned the production of oxidative 
stress by-products.(259) [60]fullerene has a low solubility in water-based solutions. To increase 
its solubility the different derivatives with hydrophil groups has been synthesized. In this work 
[60]fullerene and four [60]fullerene derivatives:  [60]fullerene serinol malonate (C60-ser), 
dendro[60]fullerene, fullerenol and -cyclodextrin[60]fullerene were utilized to study their ac-
tivity in allergic response. Basophil activation test (BAT) is one of the methods used for diag-
nostic of allergy. It is based on the detection of expression of cell surface marker. Basophil 
activation leads to the release of inflammation mediators and the allergic symptoms. Activated 
cells are detected by evaluating the expression of CD203c and CD63 by flow cytometry.(259) 
Our results demonstrated that cells pre-incubated for 1 hour with dendro[60]fullerene, [60]full-
erene serinol malonate and fullerenol have lower expression level of CD203c and CD63 com-
paring with non-treated cells. Inhibition effect is more important in mono adduct fullerene de-
rivatives such as dendro[60]fullerene. This fact may suggest that a mono adduct C60 derivative 
is more active and/or more accessible comparing with poly adduct derivatives. Otherwise, max-
imum inhibition effect was observed (up to 32%) in nano molar range and not in higher con-
centrations. It may be due to concentration-dependent fullerene aggregation phenomenon which 
changes its antioxidant or free radical scavenger activity.(260) The complementary studies will 
be perfrmed to: obatin statistically signifacant results by testing more allergic patients, define 
the fullerene aggregation size in solution, determine the optimal pre-incubation time with full-
erenes. 
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Fullerenes inhibit ex vivo activation 
of peanut allergic patient’s basophil
+
S Keykhosravi1,2, H Sénéchal1, R Arif3, JM Busnel3, MA Selva1, R Couderc1, P Poncet1,4*, F Moussa1,2*
1Hôpital d’Enfants Armand Trousseau, APHP, Laboratoire de Biochimie, équipe Allergie & Environnement, 2LETIAM EA 7375, Universités Paris-Sud, 
Paris-Saclay, 3Beckman Coulter, Life Science Research, Marseille, 4Institut Pasteur, C2RT, Paris. *These authors worked equally in this study.
FULLERENE
60 carbon spherical nanoparticle
(12 pentagones, 20 hexagones)
1 nm
PROPERTIES
 30 double bonds
 Free radical scavenger
 Anti-oxidant
 Can encapsulate metal
atoms (imagery/ 
radiotherapy)
In vivo : animal models 
• Increase rat life span
• Prevent CCl4-induced hepatotoxicity
• Attenuate arthritis in mice
• Protect microvascular endothelial cells
• Improve atopic dermatitis in mice
• Delay aging and stress processes in Caenorhabditis 
elegans
• Improve ulcerative colitis in rats
• Reduce the apomorphine effect in the A1-42-treated 
rats model of Alzheimer’s diseases
• Reduce striatal injury and improve functional outcome in 
a primate model of Parkinson disease
• Prevent anaphylaxis
• Decrease irradiation damage in zebra fish
• Attenuate neutrophile lung inflammation in mice
• Inhibit asthma pathogenesis in mice
BIOAPPLICATIONS
In vitro
• Inhibit enzymes (proteases, polymerases, ...)
• Suppress microsomal cytochrome P450-dependent
monooxygenase
• Inhibit A1-42 peptide dimerization
• Impact on isolated cells
• Inhibit cytokines and metabolites
production (TNF, NO, histamine, ROS, 
tyrosine kinase Syk,  NF-kB, IL-1, IL-6, ...)
• Inhibit cell surface markers
• Has no toxicity, no effect on cell growth
• Prevent the catabolic activity of vertebral
bone marrow stromal cells
Anti-inflammatory capabilities
Fullerenol: C60 (OH)n
[60]Fullerene
serinol malonate
(C60-ser)Dendro [60]Fullerene
-Cyclodextrin Fullerene
(CD-fullerene)
PROBLEM
Poor solubility of 
fullerene in polar 
solvent
SOLUTION
Production of water 
soluble fullerene 
derivatives
CD63
CD63
Patient
basophils
FcRI
IgE
CD63
CD63
Fullerenes
1h incubation
Allergen:
Peanut 
extract
20 ng/ml
Incubation 
at 37 C
Transfert
Tubes « pre-coated » 
with fluorescent 
antibodies to:
CD45
CD3
CRTH2
CD203c 
CD63 
Blood from 
peanut allergic 
patients
Basophile Activation Test (kit Beckman)
Flow cytometry
RESULTS
: C60    : Dendro [60]fullerene : Fullerenol : C60-ser             : CD fullerene
CONCLUSION
• Basophiles were tested ex vivo in natural
conditions together with the whole blood
molecules and cells of allergic patients.
• Incubation with dendro[60]fullerene,
[60]fullerene serinol malonate and
fullerenol resulted in an inhibition of
CD203c and CD63 expression up to 32%
as compared to non-treated cells.
• The inhibition effect is more important in
mono adduct fullerene derivatives, such as
dendro[60]fullerene. This might be related
to a higher accessibility of the 60-carbon
cage as compared to polyadduct
derivatives.
• Maximum inhibition effect was observed
in nanomolar range and not in higher
concentrations. This might be due to a
concentration - dependent fullerene
aggregation decreasing antioxidant and
free radical scavenger activities.
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Cypress Pollen/Peach associated syndrome: Clinical Exploration and In-Depth Biological 
Characterization of a Patient Reactive to Both Species 
S. Keykhosravi 1,2, R. Arif 3, J-M Busnel 3, I. Mercier 4, N. Pham-Thi 4, T Aizawa 5, A. Gomes 
2, M-A. Selva 2, R. Couderc 2, H. Sénéchal 2 et P. Poncet 2,6 
1 LETIAM, South-Paris Analytical Chemistry Group, South-Paris University, Orsay, France 2 Armand 
Trousseau Children Hospital, AP-HP, Biochemistry Department, Paris, France 3 Beckman Coulter, Life 
Sciences Research, Marseille, France 4 Institut Pasteur Medical Center, Allergology Department, Paris, 
France 5 Global Institution for Collaborative Research and Education, Laboratory of Protein Science, 
Hokkaïdo University, Sapporo, Japan, 6 Institut Pasteur, Center for Innovation and Technological Re-
search, Paris, France.  
Background - Increasing evidence of cross reactivity syndromes between pollen grains and 
fruits, with immediate or delayed reactions, has been reported. While some syndromes such as 
the birch pollen/apple syndrome are well documented, some other such as the cypress pol-
len/peach syndrome remain to be understood. For the latter, significant progress has recently 
been made with the discovery of a new allergen family, the gibberellin regulated proteins 
(GRPs), which has been shown to be responsible for the observed cross reactivity i.e. Pru p 7 
and BP14 (1, 2) for the peach and the cypress pollen respectively. GRPs are small cationic 
proteins with anti-microbial properties and have been shown to be over produced in response 
to a stress. Herein, the case of a patient, born and raised in the south of France but currently 
living in Paris, has been studied. This patient has been suffering since childhood from allergic 
rhinoconjunctivitis to cypress pollen and from some oral symptoms to peach and other fruits 
(including pomegranate). 
Methods – In addition to the clinical exploration and cutaneous tests, a very thorough biological 
characterization of the patient samples has been performed through various specific IgE quan-
titation techniques, western blotting after one and two-dimensional gel electrophoresis and flow 
cytometry based basophil activation testing (BAT). 
Results – Specific IgEs to cypress pollen, birch pollen, peach, orange and apple have been 
found. PR10 allergenic proteins are recognized by IgEs but no LTPs. The presence of specific 
IgEs to cypress pollen BP14, peach peamaclein (Pru p 7) and a cationic 14 kDa protein from 
pomegranate has been shown through western blotting after gel electrophoresis separation of 
the protein extracts. The use of BAT finally enabled to demonstrate that the basophils of this 
patient were, ex vivo, strongly activated with protein extracted from orange and cypress pollen 
and also with purified proteins such as BP14 and Pru p 7. 
Discussion – These results unambiguously show that the cypress pollen GRP, BP14, is clini-
cally relevant, similarly to its homologous protein in peach, Pru p 7. It can be proposed that 
these two allergens are at the basis of the observed cross-reactivity syndrome. 
Conclusion - The search for new cross-reactive allergenic GRPs in pollen, fruits or vegetables 
may enable to better understand other pollen/food associated syndromes that still remain unex-
plained. 
Bibliographie : 
1.  Sénéchal et al. JACI 2017;  
2. Sénéchal et al. Rev Fr Allergol 2018 
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Exploration clinique et biologique du cas d’un patient présentant des syndromes d’aller-
gie croisée au pollen de cyprès et à la pêche 
 
S. Keykhosravi 1,2, R. Arif 3, J-M Busnel 3, I. Mercier 4, T Aizawa 5, M-A. Selva 6, R. Couderc 
6, H. Sénéchal 2 et P. Poncet 2,7 
 
1 LETIAM, Lip(Sys)², Univ. Paris-Sud, Université Paris-Saclay, Châtenay-Malabry, France, Hôpital d’Enfants 
Armand Trousseau, AP-HP, Paris, France : 2 Laboratoire de Biochimie, Equipe de Recherche Allergie & Envi-
ronnement, 3 Beckman-Coulter, Immunotech, Marseille, France, 4 Institut Pasteur, service d’allergologie Paris, 
France, 5 Global Institution for Collaborative Research and Education, Université d’Hokkaïdo, Sapporo, Japon, 6 
Laboratoire de Biochimie, 7 Institut Pasteur, CITECH, Paris, France,  
 
Introduction : Les syndromes pollen/fruit sont en augmentation avec des déclenchements par-
fois tardifs des symptômes croisés chez les patients. Le syndrome cyprès/pêche est moins do-
cumenté que celui du bouleau/pomme car ce n'est que récemment qu'une nouvelle famille d'al-
lergène a été décrite, les protéines régulées par la gibbérelline (GRP) comme étant responsable 
de la réactivité croisée entre la pêche, Pru p 7, et le pollen de cyprès, BP14 (1,2). Les GRPs 
sont des petites protéines cationiques exprimées en réponse à un stress et qui possèdent des 
propriétés anti-microbiennes. Le cas d’un patient vivant à Paris, né dans le sud de la France et 
souffrant depuis son enfance de rhinoconjonctivite allergique au pollen de cyprès et présentant 
des symptômes oraux d’allergie alimentaire à certains fruits dont la pêche a été étudié. 
Méthodes : Outre l'exploration clinique (anamnèse et tests cutanés), différents tests biologiques 
pour l'étude des réactivités IgE spécifiques ont été utilisés, test unitaire classique, 2 types de 
microarray, immunoempreinte (après séparation des protéines de différents extraits par électro-
phorèses en 1 et 2 dimensions) et tests d’activation des basophiles (TAB). 
Résultats : Des IgE spécifiques vis-à-vis de pollen de cyprès, de bouleau, de la pêche, de 
l’orange et de la pomme ont été retrouvées dans le sérum de ce patient. Les immunoempreintes 
(1 et 2DE), sur extrait de pollen de cyprès, montrent que ce patient a des IgE dirigées contre 
BP14 et son homologue dans la pêche, la péamacléine (Pru p 7) recombinante. Le TAB de ce 
patient est très fortement positif vis-à-vis d’extraits d’orange et de pollen de cyprès ainsi que 
vis-à-vis de la BP14 purifiée et de Pru p 7.  
Discussion : La GRP de pollen de cyprès BP14 a par conséquent une pertinence clinique 
comme son homologue dans la pêche Pru p 7. Ces deux allergènes sont donc à la base des 
symptômes, IgE-dépendants, pollen/aliments observés.  
Conclusion : La recherche de GRP allergéniques dans différents pollen et différents fruits et/ou 
légumes permettrait de comprendre d’autres syndromes pollen/aliments aux bases structurales 
encore inexpliquées. 
Bibliographie : 
1. Sénéchal et al. JACI 2017 
2. Sénéchal et al. Rev Fr Allergol 2018 
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